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Antik DNA (aDNA); ileri derecede hasara ugramis, miize Orneklerinden veya
kazilardan elde edilen dis ve kemik gibi materyallerdeki DNA olarak tanimlanmaktadir.
Antik DNA c¢alismalar1 ile nesli tiikkenen canlilarin genetik dizilerinin okunmasi,
akrabalik iliskilerinin aydinlatilmasi, insan popiilasyonlarimin evrimsel kokeninin ortaya
konmasi ve eski zamana ait patojenlerin dizilerinin eldesi miimkiin olmustur. PZR
teknolojisinin  gelismesiyle birlikte antik DNA c¢alismalar1 ilerlemis ancak bu
teknolojinin hassaslig1 ve kontaminasyona kars1 acik olmasi alanda yasanan sorunlarin
da sekillenmesine yol agmistir. Antik DNA nin ugramis oldugu hasar, kemik ve dis gibi
materyallerden DNA eldesini zorlastirmakta ve elde edilebilir DNA’nin uzunlugunu

bliyiik ol¢iide kisitlamaktadir. Antik DNA’ya dair yapilan ¢aligmalar ¢ok ¢esitli olmakla



birlikte ilk ¢ikisindan bu yana DNA’nin izolasyonu ve PZR basarisinin iyilestirilmesi
alan igerisinde 6nemli bir konu olmustur. Antik DNA 6rneklerinin dizilerinin okunmasi
ve diger molekiiler tayinler i¢in O6rnekten basarili bir sekilde DNA izolasyonunun
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in antik DNA’da siklikla kullanilan iki

yontem fenol-kloroform ve silika membran izolasyon yontemleridir.

Yapilan tez ¢alismasiyla silika membran ve fenol-kloroform izolasyon metotlarinin
verimlilik ve amplifiye edilebilir DNA uzunluklar1 acisindan karsilastirilmasi
hedeflenmistir. Mitokondriyal DNA’nin amplifikasyonu i¢in 162 bg, 177 bg ve 218 bg
boyutlarinda tiriin veren 3 farkli primer ¢ifti kullanilmistir. Bu baglamda yapilan
calismalarda 5 adet femur, 5 adet talus ve 5 adet dis 6rnegi kullanilarak silika membran
ve fenol-kloroform izolasyonlar1 gerceklestirilmis olup bu metotlarin farkli 6rnek
tiirlerindeki basaris1 da karsilastirilmistir.  Ornekler Karia Boélgesinde bulunan

Stratonikeia Antik Kenti kazilarindan elde edilmistir.

Yapilan deneyler sonucunda femur ve talus Orneklerinin  fenol-Kloroform
izolasyonlarinda yalnizca en kisa amplikonda (162 bg) basarili sonu¢ alinmistir. Ayni
orneklerin silika membran izolasyonlar1 ise her ii¢ amplikonda da basarili sonug
vermistir. Boylelikle femur ve talus 6rnekleri icin silika membran izolasyon yonteminin
hem verim hem de amplifiye edilebilir uzunluk agisindan fenol-kloroform
izolasyonundan daha basarili oldugu gosterilmistir. Dis Orneklerinde ise fenol-
kloroform yonteminde en kisa amplikon boyutunda yogun bantlar elde edilmis, silika
membran yonteminde ise az yogun ancak daha uzun amplikon (177bg) boyutlarinda
sonu¢ alinmigtir. Ayni zamanda silika membran izolasyonunda fenol-kloroform
metodunun aksine dekalsifikasyona gerek olmadigi ve PZR’nin 2. kusakta sonug verdigi
goriilmiistiir. Kullanilan yontem 6rnek 6zelinde degisiklik gdsterebilmekle birlikte silika

membran izolasyonu fenol-kloroform izolasyonuna kiyasla daha basarili bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Antik DNA, DNA izolasyonu, mtDNA, Kontaminasyon,

Polimeraz zincir reaksiyonu
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Ancient DNA refers to DNA in severely damaged materials such as teeth and bones that
come from museum specimens or excavations. The study of ancient DNA has made it
possible to read the genetic sequences of extinct organisms, clarify Kkinship
relationships, reveal the evolutionary origins of human populations, and preserve the
sequences of ancient pathogens. With the development of PCR technology, the study of
ancient DNA has evolved, but the sensitivity and susceptibility of this technology to
contamination has also led to problems in this area. Damage to ancient DNA makes it
difficult to extract DNA from materials such as bones and teeth and severely limits the
length of DNA that can be recovered. Although studies of ancient DNA are diverse,

isolation of DNA and improvement of PCR success have been important topics in the



field since their first appearance. Successful isolation of DNA from the sample is a
prerequisite for reading the sequences of ancient samples and for other molecular
determinations. For this purpose, two methods are usually used to isolate ancient DNA:

phenol-chloroform and silica membrane isolation.

The aim of this work is to compare the silica membrane and phenol-chloroform
isolation methods in terms of efficiency and amplifiable DNA lengths. For the
amplification of mitochondrial DNA, 3 different primer pairs were used, yielding
products in sizes of 162 bp, 177 bp and 218 bp. In this context, silica membrane and
phenol-chloroform isolations were performed on 5 femur, 5 talus, and 5 tooth samples
in the studies, and the success of these methods on different sample types was
compared. The samples were obtained from the excavations of Stratonikeia Ancient

City located in the Caria Region.

The experiments showed that only the shortest amplicon (162 bp) was successful in
phenol-chloroform isolation of femur and talus specimens. Isolation of the same
specimens with silica membranes yielded successful results for all three amplicons.
Thus, the isolation method with silica membranes was shown to be more successful
than the isolation method with phenol-chloroform samples for femur and talus samples,
both in terms of efficiency and amplifiable length. For dental samples, the phenol-
chloroform method yielded dense bands with the shortest amplicon length, whereas the
silica membrane method yielded less dense but longer amplicon lengths. Although the
method used may vary depending on the type of sample, silica membrane isolation was

found to be more successful compared to phenol-chloroform isolation.

Keywords: Ancient DNA, DNA Isolation, mtDNA, Contamination, Polymerase chain

reaction
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1. GIRIS

Antik DNA eski dis, kemik gibi ¢esitli biyolojik materyallerden elde edilen DNA olarak
tanimlanmaktadir. Antik DNA c¢alismalar1 gomiilerdeki oriintiilerin anlagilmasini ve
cinsiyetler aras1 6lim oranlarinin tespitiyle farkli cinsiyetlerdeki hastalik semasinin
cikartilmasint miimkiin kilmig, avlanma ve beslenme diizenlerinin, sosyal yapi, go¢ ve
evlilik kaliplarinin anlagilmasini saglamistir. Ayni zamanda g¢evresel krizlerin gegmis
zamandaki ekosistem tiizerine etkilerinin goriilmesi, nesli tilkenen canlilarin genetik
dizilerinin okunmasi ve insan popiilasyonlarinin evrimsel kokeninin aydinlatilmasi

miimkiin olmustur [1].

1984°te Higuchi ve meslektaslarinin nesli tiikenmis bir quaqqa’dan DNA izolasyonu
gerceklestirmesi ile antik DNA alani dogmustur [2]. Bu ilk adimin atilmasiyla birlikte
miize Orneklerinden ve mumyalasmis dokulardan da caligmalar gerceklestirilmis ve
antik DNA alani, yapilan caligmalar ve sagladigi verilerle birlikte biiylimeye
baglamistir. Yine de o donemdeki molekiiler tekniklerin ve teknolojinin yetersizligi
caligmalarin ilerlemesini yavaslatmigtir. Ancak polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR)
bulunmasiyla birlikte arastirmacilar hizli ve etkili bir sekilde DNA iizerinde belirli
bolgeleri ¢ogaltabilmeye baslamislardir. Yeni metotlarin gelismesi ve antik DNA’da
yapilan c¢aligmalarin artmasiyla birlikte DNA eldesinin yalnizca miize 6rnekleri veya
mumyalagmis dokular gibi korunakli 6rneklerden degil arkeolojik kazilardan elde edilen

iskelet parcalarindan da elde edilebildigi gortilmiistiir.

PZR; etkili, hizli ancak kontaminasyona karsi hassas bir yontemdir ve belirli bir gen
bolgesinin iistel olarak ¢ogaltilmasi ilkesine dayanir. Bu uygulama her ne kadar antik
DNA alanindaki c¢alismalar1 hizlandirmis ve c¢esitlendirmis olsa da alana ozgi
problemleri de beraberinde getirmistir. Antik DNA alaninda karsilasilan baslica 3
problem vardir, bunlar; DNA degradasyonu, kontaminasyon ve PZR inhibitorleridir [3].



DNA’da gergeklesen post mortem hasar DNA degradasyonunun en biiyiik sebebidir.
Canli bir organizmada DNA iizerinde farkli etkenlerden kaynaklanan cesitli hasarlar
meydana gelir ancak DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan bu hasarlar onarilir.
Organizmanin Olimiyle birlikte tamir mekanizmalar1 artik g¢alismaz ancak yikici
stirecler devam eder. Baglardaki hidroliz, depiirinasyon, deaminasyon gibi siirecler
DNA’nin 6nemli Olglide hasar almasini saglar. Ayni zamanda ortamdaki niikleaz
aktivitesi DNA’nin par¢alanmasinda 6nemli bir rol oynar. Niikleazlarin kaynagi
canlimin kendisi olabilecegi gibi ortamdaki mikroorganizmalar da olabilir [4]. DNA’nin
ugradigr bu degradasyon siiregleri ornekte az miktarda bulunan ve hasara ugramis
DNA’nin eldesini ve verimli bir sekilde PZR ile amplifiye edilmesini zorlastirir. PZR
uygulamasinin hassasligi, antik DNA caligmalarin1 kontaminasyona acik hale getirir.
Antik DNA’nin herhangi bir sebeple modern DNA ile kontamine olmasi kosulunda,
PZR’de modern DNA antik DNA’y1 alt eder. Ayn1 zamanda antik DNA ¢aligmalari
siklikla gomiilerden alinan 6rneklerle yapildigindan PZR inhibitorleri aragtirmacilar i¢in
onemli bir problem teskil etmektedir. PZR inhibitorleri topragin icerisinde veya
kemigin kendisinde bulunan maddelerden kaynaklanabilir. Inhibitorler Taq polimerazin
aktivitesini dogrudan veya dolayli yoldan inhibe ederek etki edebilirler. Tim bu
etkenlerin antik DNA iizerinde birlikte etki gostermesi, antik DNA ¢alismalarini zor ve
hassas kilmakla birlikte elde edilebilir DNA’nin kalitesini ve uzunlugunu biiyiik 6l¢iide

kisitlamaktadir [5].

Antik DNA’da yapilacak ileri analizlerden verimli sonuglar alinabilmesi i¢in DNA’nin
ornekten basarili bir sekilde elde edilmesi gerekmektedir. Antik DNA c¢alismalarinda
siklikla karsimiza ¢ikan ve basarili oldugu gosterilmis fenol-kloroform ve silika
membran izolasyon yontemlerinin verimi ve PZR basarisi tez ¢alismasi kapsaminda
karsilastirilmistir.  Antik  DNA’nin  yasi, saklanma kosullar1 ve diger c¢evresel
kosullardan kaynakli olarak ileri derecede bozunmaya ugrayabilecegi bilinmektedir. Bu
durum DNA’nin g¢esitli uzunluklarda pargalanmasi ve elde edilebilir DNA’nin

kisalmasiyla sonuglanir.

Tez kapsaminda caligilan 6rneklerin mitokondriyal DNA’s1 farkli amplikon boyutlarina

sahip 3 farkli primer ¢ifti ile amplifiye edilmis ve elde edilebilir DNA uzunluklar

2



karsilagtirillmistir. Yapilan deneyler sonucunda hem elde edilebilir DNA uzunluklari
hem de izolasyon verimi kiyaslandiginda silika membran izolasyon metodunun genel

anlamda fenol-kloroform izolasyon metoduna gore daha verimli oldugu bulunmustur.



“The double helix is indeed a remarkable molecule. Modern man is
perhaps 50,000 years old, civilization has existed for scarcely 10,000 years
and the United States for only just over 200 years; but DNA and RNA have
been around for at least several billion years. All that time the double helix

has been there, and active, and yet we are the first creatures on Earth to
become aware of its existence. ”
Francis Crick (1916-2004)

2. GENEL BILGILER

2.1. Deoksiriboniikleik Asidin (DNA) Yapis1

DNA, negatif yiike sahip bir poliniikleotitdir ve genellikle ¢ift sarmal yapida bulunur.
Hidrojen baglar ile birbirine bagli ve zit yonlerde uzanan iki iplikten olusur ve her iplik
fosfodiester baglariyla birbirine baglanmis olan deoksiriboz seker molekiillerinden
olusan bir omurga yapismna sahiptir. Dogal kosullarda DNA hidrathh bir
makromolekiildiir [6].

DNA molekiilii; azotlu bir baz, bir pentoz seker ve en az bir fosfat grubundan olusan ve
niikleotitler olarak isimlendirilen alt birimlerden olugsmaktadir. RNA’dakinden farkl
olarak DNA’nin barindirdig1 seker 2’-deoksiribozdur ve 2’ karbonuna bagli herhangi bir
hidroksil grubuna sahip degildir. DNA igerisindeki seker ve fosfat grubu daimi olarak
mevcut oldugundan, niikleotit ayrimi, i¢erdikleri farkli azotlu bazlar sayesinde yapilir.
Bir niikleotit temelde 4 azotlu baz igerebilir, bunlardan ikisi pirimidin ve ikisi piirindir.
DNA’da bulunan piirinler Adenin (A) ve Guanin (G), pirimidinler ise Timin (T) ve
Sitozin (C)’dir. Piirin veya pirimidin ayirt edilmeksizin niikleotitlerin hepsi DNA’nin iki
ayr1 ipligini birbirine baglayan zayif etkilesimli hidrojen baginin olusmasi i¢in gerekli
olan nitrojen atomunu igerirler. Okaryotik bir DNA molekiiliindeki her bir zincirin
birbirinden ayr1 uglarinda hidroksil grubuna bagli olmayan serbest bir fosfat grubu

vardir ve bu durum DNA’nin 5° ucundan 3’ ucuna okunmasini saglar [7].

Niikleotitler birbirleriyle hidrojen baglar1 araciliiyla baglanirlar. A ile T arasinda 2, G

ile C arasinda ise 3 hidrojen bag1 kurulur. DNA yapis1 igerisindeki seker molekiilleri,



disarida kalacak sekilde bulunur ve bu durum bazlarin birbirleriyle hidrojen bagi

kurmasini ve seker-fosfat omurgasini olugturmasint miimkiin kilar [7] .

Hidrojen bagi

\ 3" ug

;' 5 ac)q_ @

3" ug

5" ug

Sekil 2.1. Bazlar arasinda kurulan hidrojen baglar1 ([8] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmistir).

Iki zincir arasinda bu sekilde kurulan hidrojen baglari, kovalent baglara kiyasla zayif
etkilesimler olduklar1 i¢in DNA geri doniistiiriilebilir bir sekilde ayrilabilir. Bu vesileyle
DNA replikasyonu, RNA transkripsiyonu ya da DNA’nin molekiiler metotlardaki
kullanilabilirligi miimkiin olur. Bazlar arasindaki baglar tersinir olarak kirildiktan sonra
DNA’nin iki ipligi birbirinden ayrilir. Bu ayrilmay1 gerektiren hiicresel veya deneysel
siire¢ tamamlandiktan sonra iplikler kolaylikla yeniden baglanabilirler. Deneysel

stirecler igerisinde bu baglar DNA’nin 1sitilmasi ve sogutulmasi ile indiiklenir [7].

2.2. Antik DNA

Antik DNA (aDNA); eski dis, kemik, miize 6rnekleri, balik pullar1 ve dogal olarak
mumyalanmis dokular gibi gesitli biyolojik materyallerden elde edilen DNA olarak



tanimlanir [9]. Antik DNA bu sekilde tanimlaniyor olsa da oOrneklerin bulundugu
elverigsiz kosullar, elde edilecek DNA’nin yiliksek oranda hasar gérmiis olmasi ve
deneysel zorlugu bakimindan adli ¢calismalar ile paralellik gostermektedir. Bu nedenle
antik DNA alanindaki caligmalarda bozunmaya ugramis bu oOrneklerdeki DNA’nin
eldesi i¢in gelistirilen protokollerin adli caligmalara da katki sagladigi diisiiniilmektedir
[10].

Antik DNA, ilk olarak Higuchi ve arkadaslarinin 1984 yilinda yaptigi bir ¢alisma ile
ortaya ¢cikmistir. Bu ¢alismada soyu tlikenmis canlilarin kalintilarindan DNA’nin elde
edilebilirligi sorgulanmis ve 1880’lerde nesli tilkkenmis bir zebra tiirli oldugu diisiiniilen
quagga’nin miize Orneklerinden DNA eldesi basar1 ile gergeklestirilmis olup
mitokondriyal genomunun bir bolimi dizilenmistir [2, 11]. Bu g¢alisma bir miize
oreginden filogenetik agidan bilgi edinilen ilk calisma olmustur ve quaqga’nin

filogenetik siniflandirmasini miimkiin kilmistir [12].

Miize orneklerinden ve bir mumyadan DNA elde edilmesinin ardindan antik DNA
caligmalarinda yasanan temel sorunlar ortaya ¢ikmaya baslamistir [2, 13]. Bu
calismalarla birlikte 6rneklerdeki elde edilebilir DNA’nin bir kisminin mikrobiyal veya
fungal kokenli oldugu, endojen DNA’nin da ¢ogunlukla kisa, hasar gormiis fragmentler
seklinde ve mitokondriyal DNA (mtDNA) gibi ¢coklu kopyalar halinde bulunan DNA ile
sinirli oldugu goriilmiistiir. Bu c¢alismalar aym1 zamanda kullanilan yontemlerin
yetersizligine de dikkat ¢ekmistir [14]. Boylelikle antik DNA’nin ileri boyutta hasar
gormiis oldugu ve sadece korunakli Orneklerden simirli bir dizi bilgisinin elde

edilebilecegi kanis1 yayginlagmistir [15].

Kullanilan yontemler ve DNA’nin bulundugu elverissiz kosullar, ¢aligmalarin
dogrulugunu kesin bir sekilde gosterilebilmesi icin tekrarlanabilirliini de sinirlamigtir
[4]. Bu durum polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknolojisinin gelismesiyle birlikte
yon degistirmistir. PZR’nin bulunmasiyla birlikte aragtirmacilar antik 6rneklerden izole
edilen DNA’lar1 hizli ve kolay bir sekilde amplifiye edip analiz etme firsati
bulmuglardir ve boylelikle antik DNA c¢alismalar1 ge¢cmise birer pencere agmaya

baglamistir [16, 17].



PZR; DNA molekiilii igerisindeki spesifik bir segmentin milyarlarca kopyasinin
olusturulmasina olanak saglayan bir tekniktir ve DNA’nin iistel olarak ¢ogaltilmasina
(amplifikasyonu) dayanir. DNA’nin bu sekilde c¢ogaltilmasi fikri aslinda ilk olarak
1974’te kimyasal gen sentezine alternatif bir fikir olarak yapilan bir calismada DNA’nin
in vitro kosullarda g¢ogaltilmasiyla ortaya ¢ikmistir [18, 19]. Ardindan PZR olarak
isimlendirilen bu teknik 1980’lerin ortasinda Mullis ve arkadaslari tarafindan orak hiicre
anemisinin teshisi amaciyla gelistirilmistir ve bundan yaklasik on yil sonra Nobel
odiiliine layik goriilmiislerdir [16]. PZR teknolojisi genlerin klonlanmasi, hastaliklarin
teshisi, filogenetik ¢aligmalar, dogum Oncesi anomalilerin tespiti gibi bir¢ok alanda
etkili olmus ve insan genom projesi gibi 6nemli bir ¢alismayr miimkiin kilmistir [18,

20].

Antik DNA alaninda korunakli bir bi¢cimde saklanmis Orneklerden ¢esitli calismalar
yiirlitiilmeye devam edilmistir. Bu ¢aligmalardan birinde 25-30 milyon yasinda oldugu
diisiiniilen ve bir kehribar i¢ine goémiilii halde bulunan bir termitin mitokondriyal ve
niikleer DNA dizisi okunmustur [21]. Yeni metotlarin gelismesi ve yapilan ¢alismalarla
birlikte antik O6rneklerden DNA eldesinin yalnizca korunakli kosullarda saklanmig
orneklerden degil farkli kosullarda bulunan kemik ve dis gibi nispeten korunakli cesitli
doku tiplerinden de elde edilebilecegi goriilmiistir. DNA’nin elde edilebilecegi
orneklerin bu sekilde cesitlenmesi, Orneklerin arkeolojik ve paleontolojik
yayginligindan kaynaklanan 6énemli bir atilimdir [13, 15, 22-26]. Antik DNA’nin elde
edilebildigi 6rnek grubu yalnizca bunlarla da sinirli kalmamistir. Paabo ve arkadaslar
7000 yillik bir insan beyninden mitokondriyal DNA izole etmeyi basarmis ve
dizilemislerdir. Her ne kadar beyin dokusunda olusabilecek lezyonlar ve parcalanmalar,
DNA’y1 yaklagik 100 baz cifti (bg) gibi kisa segmentlere ayirabiliyor olsa da bu
calismada Ozellikle PZR asamasinda yapilan optimizasyonlar ile bireye ait soyun
kokenleri aydinlatilabilmistir [27]. Yine de kazilardan elde edilen 6rneklere gore, miize
ornekleri gibi uygun kosullarda saklanmis antik Orneklerden DNA eldesi ve elde

edilebilen DNA’nin uzunluk ve kalitesi daha basarili olmustur [28].

Yaklagik son 200 yildir, miizelerde saklanan bitki ve hayvan 6rneklerinden elde edilen
DNA’lar ile yapilan calismalardaki teknikler neredeyse rutin hale gelmistir. Ancak

paleontolojik ve arkeolojik Ornekler ig¢in aynisi sOylenemez. Bu 6rnek grubunda



DNA’nin elde edilebilirligi biiyiik bir problem olmakla birlikte dokuda analiz edilebilir
DNA’nin kalmamis olma ihtimalinin de géz Oniinde bulundurulmasi gerekir [28].
Ormnegin, kazi alanlarindan elde edilen ve calismalarda siklikla kullanilan kemik;
icerisindeki molekiiler hasarin yani sira mikroorganizmalar tarafindan da yikima
ugratilmaktadir ve bu durum elde edilen DNA’nin kalitesini ve uzunlugunu yiiksek
ol¢iide etkilemektedir [29]. Her 6rnegin bulundugu sicaklik, iklim gibi ortam kosullar
ve aldig1 hasar degiskenlik gosterebileceginden, uygulanan teknikler rutin olmaktan ¢ok
uzaktir. Bununla birlikte 6rnekte yeterli ya da uygun ozellikte DNA bulunmamasi
ihtimali ve ¢agdas DNA’nin ¢alisma ortaminin i¢inde ve disinda bulunuyor olmasi
kontaminasyona karst ciddi onlemler alinmasini ve Orneklere titizlikle yaklagilmasini

gerektirir [28].

Antik DNA c¢aligmalari, PZR’nin kesfiyle birlikte hiz kazandikg¢a, alanda yasanacak
temel problemlerin de sekillenmesine yol agmistir [30]. Kontaminasyon, orneklerin
alindiklar1 ortamdan ya da izolasyon metotlarindan kaynaklanan PZR inhibitorleri,
DNA’nin degradasyonu gibi sorunlar antik DNA calismas1 yiiriiten arastirmacilar

zorlamaya baglamistir [31].

Eski insan DNA’s1 iizerine yapilan calismalar, kendi tlirlimiiziin evrimine dair merak
edilen sorular1 cevaplama potansiyelinden otiirii ilgi goren bir alan olmustur. Ancak bu
caligmalar yiiriitiiliirken modern DNA kontaminasyonu ¢alismanin dogruluguna yonelik
bir risk olusturmaktadir ve bu nedenle zaman zaman siipheci yaklasimlara maruz
kalmistir. Ote yandan PZR ve dizileme teknolojilerinin zamanla daha ¢ok gelismesi ve
alana hakimiyetin artmasiyla birlikte standartlar iyilestirilmis ve eski insan
kalintilarindan yapilan calismalara duyulan giiven yeniden artarak c¢aligmalarin

ilerlemesine sebep olmustur [14, 32].

Eski hayvan ve insan 6rneklerinde, DNA analizleri i¢in genellikle mitokondriyal DNA
tercih edilmektedir. Bunun baslica sebebi hiicrelerde ¢oklu kopya olarak bulunmalari
nedeniyle DNA elde etme olasiliginin daha yiiksek olmasidir. Ayni sebeplerden Gtiirii
eski bitki Orneklerinde yapilan c¢alismalarda da c¢ogunlukla kloroplast tercih

edilmektedir. Yine de yakin akraba tiirler {izerinden yiiriitilen c¢alismalarda



mitokondriyal DNA’dan edinilen bilginin tiim genomun zaman igerisindeki degisimini

yansitamayabileceginin g6z oniinde bulundurulmasi gerekir [28].

Antik DNA ¢aligmalar1 gomiilerdeki Oriintiilerin anlagilmasini ve cinsiyetler arasi 6liim
oranlarinin tespitiyle farkli cinsiyetlerdeki hastalik semasinin ¢ikartilmasint miimkiin
kilmig, avlanma ve beslenme diizenlerinin, sosyal yapi, go¢ ve evlilik kaliplarinin
anlasilmasii saglamistir. Ayni zamanda c¢evresel krizlerin gegmis zamandaki ekosistem
tizerine etkilerinin goriilmesine, nesli tiikenen canlilarin genetik dizilerinin okunmasina
ve insan popiilasyonlarinin evrimsel kokeninin aydinlatilmasina olanak saglayabilir
[33]. DNA dizileme teknolojisinin gelismesiyle birlikte canli organizmalarin DNA
dizilerinin karsilastirilmas1 yapilmis ve bu yonde ilerleyen evrimsel calismalar da
yayginlagmistir. Ancak modern DNA dizilerinin bize verdigi sonuglar tarihsel siireclerin
DNA iizerindeki etkisinin yalnizca dolayli kanitlarin1 sunmaktadir. Michael Hofreiter
molekiiler evrimdeki bu durumdan zamanda kapana kisilmis (time-trapped) olarak
bahsetmistir. Antik DNA analizlerinden elde edilen bulgular, molekiiler evrimi yalnizca
dolayli sonuglar elde edilen bu kapandan ¢ikarmis ve ge¢mise dair dogrudan sonuglar

elde edilmesine olanak sunmustur [28].

Padbo anttk DNA alaninda yaptigit ¢alismalarla, Neanderthal’in (Homo
neanderthalensis) genom dizisini okumay1 basarmis ve daha onceleri bilinmeyen bir
hominin olan Denisova’nin kesfini yapmustir. Ayn1 zamanda eski insanlar arasindaki
gen akisina 151k tutmus ve bu gen akisinin giiniimiiz insan1 {lizerine olan etkisine dair
fikirler sunmustur [34-36]. Tiim bu basarilarindan 6tiiri "soyu tiikenmis homininlerin
genomlar1 ve insan evrimi ile ilgili kesifleri nedeniyle" 2022 Nobel Fizyoloji veya Tip
Odiilii'ne layik goriilmiistiir. (The Nobel Prize,
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2022/press-release/, Erigim Tarihi:
03.12.2022)

Antik kemik Ornekleri ayni zamanda patojenlerin ve kronik hastaliklarin ge¢cmis
zamanda yagsayan halklar tzerindeki etkisinin de ortaya konulmasina yardimeci
olabilmektedir. Cogu patojen hizli bir sekilde 6liime sebebiyet verebilir ve boylelikle
kazilardan elde edilen sinirli iskelet parcalarinin aslinda saglikli bir bireye aitmis gibi

goriinmesine neden olabilir. Aym1 zamanda bir¢ok hastalik etkeni birlikte ¢alisabilir



veya birinin varhig1 digerini tetiklemis olabilir. Bu gibi durumlarin dogru bir sekilde
aydinlatilabilmesi i¢in antik DNA analizleri kullanilabilir [37]. Antik DNA alaninin
ortaya ¢ikisindan kisa bir siire sonra antik hastaliklar tizerine yapilan ilk ¢alismalar
ozellikle Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium leprae iizerine odaklanmistir
[38-40]. ilk calismalardan bu zamana kadar gecen siirede teknolojinin de etkisiyle
yapilan ¢alismalar detaylandirilmis ve daha kapsamli hale getirilerek M. leprae’nin
evriminin ve ¢evresel uyumunun verimli bir sekilde arastirilmasina olanak sunmustur

[41].

Hastaliklarin gegmis zamanda yasayan halklar iizerine etkisinin incelendigi konulardan
biri ise 6. ylizyilda basladigi diisiiniilen ve etkeni Yersinia pestis olan vebadir. Yillar
icerisinde cesitli salginlara sebep olan Y. pestis’in neden oldugu belgelenmis ilk salgin
Justinianus Vebas1’dir. Ilk olarak Roma imparatorlugunda gériinmiis ve 541°den 750’ye
kadar devam etmistir. Yapilan paleogenomik ¢aligsmalar hastalik etkeni olarak Y.pestis’i
isaret etmis ancak pandemi siiresince bu salginin yayilmasi, bakterinin cesitliligi ve
genetik geemisi hakkinda yeterli bilgi bulunamamistir [42, 43]. Bu durumun
aydinlatilmasi1 antik DNA ile miimkiin olmustur. Vebadan 61diigii diisiiniilen kisilerin
gdmii drneklerinden yapilan analizlerde 6rneklerin bulundugu bolgedeki veba salginlar
dogrulanmig ve Y. pestis’in genomu gegmise yonelik olarak aydinlatilmaya baglanmigtir

[43, 44].

Antik DNA araciligiyla hastaliklarin incelenmesi, patojen ve konakg¢inin evrimsel
acidan bilgisini gerektirir. Bu nedenle popiilasyon genetigi, evrimsel biyoloji,
hesaplamali biyoloji, insan genetigi ve patojen genetigi alanlarinda bilgi sahibi olmay1
gerektirmektedir. Ayn1 zamanda bu 6rneklerin evrimsel olarak incelemeleri yapilirken,
antik Orneklerdeki dizilerin karsilastirilmasi igin modern verilere ihtiya¢ duyulur ve
boylece elde edilen veriler antropoloji ve evrimsel tip alanina da katki saglayabilir [37].
Antik DNA c¢alismalar1 bunlarla smirli kalmayip epigenetik alaninda da ilerleme

kaydetmistir.

Epigenetik, eski insanlarin bazi fenotipik 6zelliklerinin yeniden yapilandirilmasini ve
bireyleri etkileyen g¢evresel kosullarin aydinlatilmasini saglayabilir [45]. Epigenetik
degisikliklerin gen ifadesi {izerindeki etkisi DNA’daki biyokimyasal modifikasyonlar
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ile sonuglanabilmektedir. Dogal seleksiyon ile epigenetigin potansiyel iliskisinin test
edilmesi, epigenetik mekanizmalarin evrimsel zaman Olgekleri {izerinden izlenmesini
gerektirebilir [46]. Yakin zamana kadar antik DNA’dan edinilen bilgiler ile genlerin
transkripsiyonel  aktivitesi hakkinda bilgi edinmenin miimkiin olmayacagi
disiiniilmekteydi. Ancak genom analizlerindeki  metodolojik  yaklagimlarin
gelistirilmesi, epigenetik mekanizmalarin arastirilmasinda farkli imkanlar sunmustur.
Yapilan caligmalarla birlikte antik DNA’nin epigenetik mekanizmalar iizerine bilgi
saglayabilecegi goriilmiistiir ve epigenetigin evrimdeki roliiniin aydinlatilmasinda antik
DNA giiclii bir arag olarak kullanilabilir [46, 47]. Giiniimiiz insan1 ve eski insanin ndral
aktivitelerindeki asil farkliliklarin epigenetik diizeyde gerceklestigi ve bdoylelikle bu
duruma iliskin evrimsel degisiklikleri tanimlamanin miimkiin olacagi diigiiniilmektedir.
Zhenilo, 2016 yilinda yayinladigi makalesinde bu duruma iliskin goriislerini “’lyi
korunmus bir insan beyni fosili bulacak kadar sansliysak bu, antik DNA ve insan evrimi
caligmalart i¢in bir atilim olacaktir’” seklinde dile getirmistir [47]. Tiim bunlar goz
Online alindiginda antik DNA’nin multidisipliner bir alan oldugunu sdylemek

mumkindiir.

Antik DNA caligmasi1 yapilacak orneklerin, kazi alanindan ¢ikarilmasi ve analizlerinin
yapilacagi laboratuvara nakli sirasinda pek ¢ok sorunla karsilasiimaktadir. Bu sorunlar
genel bagliklar altinda DNA hasari, kontaminasyon, PZR inhibitorleri olarak

siralanabilir [3].
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Cizelge 2.1. DNA iizerindeki farkli hasar tipleri ([4] numarali kaynaktan uyarlanmistir).

Hasar cesidi

Zincir kirilmalari

Siirec
Mikroorganizma kaynakli bozunma
Post mortem hiicredeki niikleazlar

Diger kimyasal siiregler

DNA iizerindeki etkisi
DNA miktarinda azalma

DNA uzunlugunda azalma

Oksidatif Bazlarda hasar Baz pargalanmasi
lezyonlar Deoksiriboz kalintilarinda hasar Seker par¢alanmast
Niikleotit modifikasyonlar1
DNA capraz DNA’nin kendisiyle veya diger molekiiller Ornegin  Maillard iiriinlerinin
baglar ile reaksiyonu olusmasi
Hidrolitik Amino gruplarinin kaybi1 Dizinin degismesi
lezyonlar

1. Adenin = Hipoksantin
2. Sitozin = Urasil
3. 5-metilositozin = Timin

4. Guanin = Ksantin

2.2.1. Enzimatik Bozunma

Bir hiicrenin 6liimii lipazlar, niikleazlar gibi farkli enzim siniflarinin aktive olmasi ile
iliskilendirilir. Ozellikle endojen endoniikleazlar &liim sonrasinda DNA nin par¢alanma
slirecinin baglatilmasinda kritik bir rol oynar [6, 28]. DNA, niikleozoma bagli histon
yapisinin bozulmadan kalmasi kosuluyla ardi ardina pargalanma siireglerine girer.
Kromatin proteinleri, lizozomal proteazlar tarafindan sindirilir ve bu durum DNA’nin

rastgele bir sekilde endoniikleazlar tarafindan par¢alanmasina sebep olur [6].

DNA, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin ve bulundugu c¢evredeki hayvanlarin
salgiladig1 ekzojen niikleazlar tarafindan da bir bozunmaya ugrar. Organizmanin
Olimiiyle birlikte normal kosullarda hiicrenin katabolik enzimlerini tutan bdlmeler
ve bu enzimler ortama salinarak c¢evredeki

parcalanir mikroorganizmalarin

beslenmesine yol agabilir. Cevredeki mikroorganizmalarin biiyiimesiyle birlikte de
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makromolekiillerin bozunma siireci hizlanir veya artar [4, 6]. Toprakta bulunan
mikroorganizmalarin %70’inden fazlasi niikleaz enzimlerine sahiptir ve ¢evrelerinde
bulunan DNA’nin degradasyonuna yol agar [48]. Ancak, enzimatik ve/veya
mikroorganizma kaynakli bozunmadan kaginmanin yollar1 vardir. Nadiren olsa da eger
bir doku, 6liimden sonra hizli bir sekilde kurutulursa veya DNA bir mineral matrikse
adsorbe edilirse bu tip bozunmalardan kagilabilir [4]. Niikleazlarin yani sira DNA,
oksidasyon ve hidroliz siireglerinin etkisiyle yavas ve kendiliginden bir bozunmaya da
ugrar. Enzimatik reaksiyonlari, cok daha yavas ancak kalic1 bir etki birakan ve spontan

bir sekilde gelisen enzimatik olmayan bu reaksiyonlar izler [6].

2.2.2. Oksidasyon temelli bozunma

Aerobik metabolizmaya sahip hiicrelerde meydana gelen katabolik reaksiyonlar
sonucunda oksijen radikalleri olusur. Bu radikaller DNA’da pilrin ve/veya
pirimidinlerin seker kalintilarinin, c¢apraz baglarin ¢esitli modifikasyonlarina sebep
olarak hasarlara yol acabilirler. DNA’nin par¢alanmasina sebep olan bu oksidatif stresin
kaynagr oOliim sirasinda canlinin  kendisi olabileceg§i gibi Oliim sonrasinda
mikroorganizmalar tarafindan ortama verilen radikaller de olabilir. DNA’nin
oksidasyonuna en sik guanin kalintilarinda rastlanir. Guanin oksitlenerek 8-
hidroksiguanine veya 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidine doniistir [49].
Oksidasyon yolu ile olusan benzer metabolitler, yapilan molekiiler tayinlerde kullanilan
enzimleri bloke edebilir ve amplifikasyonun durmasma yol agabilirler. Bu tip
dontigiimler canli organizmada tamir mekanizmalari ile onarilir ancak canlinin 6liimiiyle

birlikte boyle bir onarim miimkiin olmaz [4, 30, 49].

2.2.3. Hidrolitik bozunma

Deaminasyon ve depiirinasyonun da iginde bulundugu hidrolitik siirecler DNA’nin
stabil yapisinin bozulmasimna ve molekiil igerisinde kirilmalara neden olur [28].
DNA’nin fragmentlere ayrilmasina sebep olan bu bozunmalardan en yaygin ve
arastirmacilar1 en ¢ok zorlayan tiplerinden biri DNA’nin hidrolitik depiirinasyonu ile
baslayan ve DNA omurgasinin B-eliminasyonu ile devam eden bir siiregtir. DNA
molekiilinde ortaya ¢ikan hidroliz reaksiyonu bazlar arasindaki bagin

dengesizlesmesine neden olur ve bdylece gesitli bolgelerde tek zincir kiriklari meydana

13



gelir. Bu durum antik DNA o6rneklerinden yapilacak analizlerin verimini oldukga

diistirmektedir [11, 30, 49].

Bir diger yaygin hidrolitik bozunma ise sitozinlerin urasillere doniistiigli sitozin
deaminasyonudur. Bu islemin sonunda DNA kisa ve kii¢lik par¢alara boliinmiis olur. Bu
siire¢, molekiiler analizler esnasinda yanlis baz eslesmelerine sebep olur ve DNA dizisi
okunurken C bazlariin T seklinde ve G bazlarinin A seklinde okunmasina yol agarak

dizisinin dogru okunmasini engeller [11, 49, 50].
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Sekil 2.2. DNA’nin muhtemel hasar noktalari. Baglica hasar bolgeleri (deaminasyon)
kirmizi, hidrolitik hasara duyarli bolgeler yesil, oksidatif hasara duyarli bolgeler ise
mavi ok ile gosterilmistir. G, guanin; C, sitozin; T, timin; A, adenin ([28] numarali

kaynaktan Tiirkgelestirilerek alinmistir).
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Sekil 2.3. Sitozin, Adenin, Guanin ve 5-Metilsitozin bazlarinin deaminasyon reaksiyonu

2.2.4. Radyasyon

DNA’nin bulundugu ortamdaki arka plan radyasyonunun etkisi DNA {izerine dogrudan
veya dolayl olarak isleyebilir ve bu durum DNA’nin azot bazlarin1 ve seker fosfat
omurgasini degistirerek DNA’ya zarar verir [28]. Gomii orneklerindeki radyasyonun
sebebi toprakta bulunan potasyum (K) ve uranyum (U) iyonlari olabilir. Ayn1 zamanda
radyasyon, radikallerin olusumuna sebep vererek DNA’da dolayli yoldan bir hasara

neden olabilmektedir [51].

2.2.5. DNA’nin Bulundugu ortamin diger fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

DNA’nin aldigr hasar bulundugu ortam ile dogrudan iliskilidir. Yapilan calismalar
DNA’nin bozunmasi iizerinde ortam kosullarinin etkisinin zamana bagl etkilerden daha

yiiksek oldugunu gostermistir. Ortamin nemi, tuz orani, sicaklifi ve pH degeri gibi
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ozellikleri DNA’nin ne kadar korunacagini veya ne kadar bozulacagini belirler. Nemin
varlig1, organik maddelerin dokuya niifuz etmesini saglar ve PZR’nin ¢alisma verimini
dolayl1 yoldan etkileyebilir. Ortamin diisiik ve sabit bir sicaklikta olmasi, nétr veya hafif
alkali bir pH degerine sahip olmasi, ayni zamanda nemsiz olmast DNA’nin izole

edilecegi dokuyu ve DNA molekiiliiniin korunmasini destekler [9, 52, 53].

Sicakligin yiliksek oldugu kosullarda DNA’nin daha ¢ok zarar gérdiigii, sicakligin diisiik
oldugu kosullarda daha korunakli kaldigi goriilmiistiir. Yine de Ornegin bulundugu
ortamdaki sicaklik degisimleri DNA’daki kimyasal baglarin kopmasma sebep
olabilmektedir. Sicakligin diisiik oldugu ortamlarda nem ve mikrobiyal etki yiiksek olsa
dahi, sicakligin yiiksek oldugu ancak diger zararli etkenlerin diisiik oldugu ortama gore
DNA kayb1 daha az olmaktadir [52, 53]. Ortamdaki disiik sicaklik 6liimden hemen
sonra olusan hasar1 kismi bir sekilde azaltarak niikleaz aktivitesini yavaglatabilir veya

engelleyebilir.

Sicaklik kadar nem de DNA iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Ortamdaki yiliksek
nemin varligit DNA molekiiliinde hidrolitik ve oksidatif hasarlara yol agabilir. Yapilan
calismalar eski orneklerin barindirdigt DNA molekiiliiniin karanlik, nemsiz ve soguk

ortamlarda daha iyi korundugunu géstermistir [49, 52].

16



Cizelge 2.2. DNA’nin korunumunu saglayan faktorler ([53] numarali kaynaktan

uyarlanmistir).

Etken Sebep

Mikroorganizmalarin yoklugu Mikroorganizmalar ve metabolitleri DNA'ya yiiksek
oranda hasar verir.

UV (ultraviyole) 1sinlari ve UV 1sinlar1 dokunun yiizeyini etkiler.

radyoizotoplarin yoklugu

Kuruluk Kuru kosullar altinda hidrolitik ve oksidatif hasar
azalir.

Sert ve kuru dokular Sert ve kuru dokular fiziksel ve kimyasal

reaksiyonlar1 6nler. Kemik ve dis doku, organik
kalintilar1 kimyasal reaktanlara ve mikrobiyal
istilaya kars1 korur.

Disiik sicaklik Diisiik sicaklik birgok kimyasal reaksiyonu
yavaglatir ve mikroorganizma istilasini azaltir.

Notr veya hafif alkali pH degeri Azalan ortam pH's1 ile sadece DNA'nin kendisi
degil bulundugu doku (kemik, disler) da hasar
gorur.

Selatlayici hiimik ve fulvik asitlerin Fenolik jeopolimerler aerobik aktiviteyi dnler.

varligt

Diisiik sicaklikta depolama Ornekler, diisiik sicakliklarda muhafaza edilmelidir.

Daha uzun siireler i¢in dondurucuda saklanmasi
onerilir.

Bir DNA’nin saglam kalmasi ve belirli bir zaman igerisinde aldig1 hasarla ilgili ¢esitli
fikirler ortaya atilmis olup DNA’ya dair ¢izilen bu zaman sinirlamasi, yapilan
calismalarla degismis ve genisletilmistir [54, 55]. Dizilemesi yapilan en eski

orneklerden biri yaklasik bir milyon yil 6ncesine ait bir mamuttan elde edilmistir [56].

Yukarida basliklar halinde verilen sebeplerin antik DNA {izerinde birlikte veya ayr1 ayri
etki etmesi, elde edilebilen DNA uzunluklarini biiyiik 6l¢iide kisitlamaktadir [30].
Antik DNA’nin maruz kaldigi hasar modern DNA’ya gore elde edilmesini ve
dolayisiyla analizini daha zor kilar. DNA’nin degradasyonu antik DNA’y1
kontaminasyona kars1 hassas kilarken, elde edilecek DNA’nin uzunlugunu da 6nemli

olgiide etkiler [9]. Bunun yani sira DNA’nin miktar, kalite ve elde edilebilir uzunlugu
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cevresel kosullara da bagli oldugundan bu konuda genel bir sonuca varmak miimkiin
degildir. Farkli kosullara maruz kalmis 6rnekler ile yapilan bir ¢alismada, sadece en iyi
gomil kosullarina sahip orneklerde 200 b¢’nden daha uzun bdlgelerin ¢ogaltilabildigi
gosterilmistir [53]. Tiim bu nedenlerden otiirii antik DNA ¢alismalarinda genel kabul
goren bir rutin yoktur ve ¢alismanin tiim basamaklari DNA’nin elde edilecegi 6rnegin

durumuna gore diizenlenmelidir.

2.3. Antik DNA’da Kontaminasyon

PZR teknolojisi kontaminasyona karst son derece hassastir ve bu nedenle &rnek
icerisindeki diisiik miktarlardaki modern DNA kontaminasyonu bile yanlis sonuglara
sebebiyet verebilir [7]. Antik DNA c¢alismalarinda, “Kontaminasyon’’ terimi, ¢alisma
sirasinda eldesi istenmeyen DNA’lar1 tanimlamak i¢in kullanilir. Antik DNA
calismalarinda kontaminasyonun en Onemli sebeplerinden biri mikrobiyal DNA’dir.
Omnek iizerinde ¢ok miktarda bulunabilir ve bdylelikle eldesi hedeflenen endojen
DNA’nin yiizdesini azaltir. Ayrica yeni dizileme teknolojilerinde sonuglarin hizli ve
dogru tayini i¢in biiyiik bir problem teskil etmektedir [32]. Yapilan bir ¢alismada 80
milyon yillik kemik pargalarindan mitokondriyal sitokrom b’yi kodlayan genin bir
kismimin dizilendigi gosterilmis ve DNA pargalarinin milyonlarca yil hayatta kaldig
sOylenmistir [57] ancak sonraki yillarda bu caligmanin bakteriyel bir kontaminasyon

sebebiyle yanlis sonug verdigi belirtilmistir [58].

Bir diger biiyilk kontaminasyon sebebi ise modern insan DNA’sidir ve Ornegin
cikarilmasindan analizine kadar giden tiim siireclerde ornegin yiliksek oranlarda bu
kontaminant DNA’ya maruz kalmast muhtemeldir [32]. Kontaminant DNA molekiilleri
arkeologlar veya miize gorevlileri tarafindan yapilan islemler sirasinda dokiilen deri
hiicreleri olabilecegi gibi molekiiler testler yapilirken, ortamdaki toz parcaciklari veya
deneylerin gerceklestirilecegi laboratuvarda daha 6nceden yapilmis deneylerden elde
edilen diisiik miktardaki DNA’lar da olabilir. Bu ihtimallerin meydana gelmedigi
durumlarda, islemler sirasinda tiim Onlemler alinsa bile kontaminasyon Ornegin
kendisinden kaynaklanabilmektedir [28, 59, 60]. Ornegin yapilan bir ¢alismada bir
dinozorun antik kalintilarindan DNA izolasyonunun basariyla gergeklestirildigi
gosterilmis [57], ancak bu c¢alismayi takip eden yilda analiz edilen DNA’nin bir insan

mitokondri DNA’s1 oldugu ve calismada 6nemli bir kontaminasyon yasandigi fark
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edilmistir [61]. Bunun gibi hatali sonuglarin saygin dergilerde yaymlanmis olmasi
alandaki ¢aligmalara olan giiveni sarsmistir [30]. Literatiirde kontaminasyon kaynakli
yanlis sonuglarin ¢iktigi veya ¢ikan sonuglarin sorgulandigi birgok calisma bulmak
mimkiindiir [57, 61-64]. Alec Jeffreys, Paabo’nun 1984 yilinda yayinlanan quaqga
makalesinin hemen ardindan yazdig1 bir makalesinde korunmus mamut dokusundan
DNA elde etmeye calistigini ancak elde ettigi DNA’larin biiyliik oranda kazi sonrasi
gerceklesen mikrobiyal kontaminasyondan kaynaklandigini belirtmistir. DNA’larin ¢ok
kiigiik bir kisminda fil-benzeri dizilere rastlamis ancak bu dizilerin de post mortem

DNA hasarindan kaynakli olarak bozunmaya ugradigini belirtmistir [65].

Kontaminasyon riskinin 6nemi anlasildik¢a laboratuvar ortaminda bu riski en aza
indirmek i¢in gesitli onlemler alinmaya baglanmistir [32]. 1990’larin sonunda Péaidbo ve
meslektaslarinin Neanderthal DNA dizilemesi tizerine yaptiklari bir ¢alismada modern
DNA’dan kontaminasyonunun oOniine ge¢mek ic¢in, yapilan calismalar kisim kisim
boliniip iki farkli laboratuvarda gergeklestirilmistir [66]. Yine de asil risk, ornekler
laboratuvar ortamina gelmeden maruz kaldiklart kontaminasyondur [32]. Yapilan
calismalar dis ve kemik Orneklerinin, kontaminasyon etkeni DNA’nin derin
penetrasyonunu destekleyen gozenekli yapilarindan otiirii kontaminasyona daha agik
oldugunu gostermistir [67]. Orneklerin kontaminasyona acik dogalari géz &niinde
bulundurularak kazi calismalarinda uygulanan teknikler ve alinan Onlemlerin

gelistirilmesi gerektigi diisiinilmektedir [32].

Antik DNA calismalarinda karsilagilan problemler ¢cogu zaman birbirleriyle iligkilidir.
Ornekten veya ortamdan kaynaklanan kontaminasyon, PZR gibi deneysel siireclerde
tolere edilemez. Ciinkii antik DNA uzun siireler boyunca farkli etmenlerden
kaynaklanan degradasyona ve miktar kaybina ugramistir boylece ortamdaki ekzojen
modern DNA, endojen DNA’y1 alt eder [68]. Bu nedenle modern DNA analizi yapan
arastirmacilar i¢in kontaminasyon, antik DNA arastirmacilart i¢in oldugu kadar biiyiik
bir problem teskil etmez. Ciinkii hedef DNA’lar1 kontaminasyon kaynaklt DNA’dan
daha fazladir ve tolere edilebilir [69].
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2.4. Antik DNA’da PZR inhibitorleri

PZR enzimatik ve hassas bir reaksiyondur ve bu nedenle de inhibitorlere oldukca
duyarhidir. Bu durum PZR uygulamasinin en 6nemli dezavantajlarindan biridir. PZR
inhibitorlerinin sik rastlandigi ornekler kan, doku ve toprak olarak siralanmistir [70].
Antik DNA’da siklikla eski gomiilerden elde edilen kemik Ornekleri tizerinde
calisildigindan, PZR inhibitorleri arastirmacilar i¢in onemli ve {istesinden gelinmesi

gereken bir problem teskil eder [33].

PZR inhibitorlerinin, stirecin farkli asamalarinda farkli etki mekanizmalari ile miidahale
edebildigi lic potansiyel etki mekanizmasi soyledir; (i) inhibitériin polimeraza
baglanmasi ile dogrudan inhibisyon, (ii) inhibitdriin DNA ile etkilesime girmesi ve (iii)
primer uzamasi sirasinda polimeraz ile etkilesimi [5, 71]. DNA polimerazin aktivitesini
etkileyen birgcok PZR inhibitorii vardir. Reaksiyon igeriginde bulunabilecek proteazlar
veya deterjanlar bu enzimi degrade edebilir. Ure ve fenol gibi kimyasallar DNA
polimerazi degradasyona ugratirken kalsiyum (Ca*?), kollajen, hematin gibi kimyasallar
ise polimeraz aktivitesini inhibe etme kapasitesine sahiptir. Inhibitérler dolayl
yollardan da polimeraz aktivitesine etki edebilirler. Ornegin polimerazin kofaktorleri ile
etkilesime giren inhibitér maddeler ortamdaki kofaktoér derisimini azaltarak polimeraz
aktivitesini sinirlar [5]. Mesela kalsiyumun, polimerazin kofaktorii olan magnezyum
(Mg*?) ile rekabete girerek etki ettigi bilinmektedir [71]. PZR inhibitrleri DNA’nim
izole edildigi Ornekten veya izolasyon sirasinda uygulanan yontemin igerigindeki
malzemelerden kaynaklanabilir [70]. PZR’nin kismen veya tamamen inhibisyona
ugramasi, yapilan calismanin hassasiyetini etkiler ve yanlis sonuglar elde edilmesine

sebep olabilir [5].

PZR inhibitorleri organik, inorganik, kat1 veya sivi formdaki maddeler olabilir. Bilinen
inhibitdrlerin bircogu protein ve proteaz 6zellikteki organik bilesiklerdir. Yaygin olarak
karsilagilan inhibitor maddeler hiimik asitler, tanenler ve fulvik asitler olabilir ve bu
maddeler topragin dogal kompozisyonu igerisinde bulunurlar. Bu bilesenler esasen
ortamdaki bitkilerin bozunmas1 ile meydana gelir ve PZR igerisinde Tag DNA
polimerazin aktivitesini inhibe edebilir [69]. Ozellikle hiimik asidin 6rnekteki varligi,
ortamdaki nem ile pozitif korelasyon gosterir [53]. Bir diger gii¢lii inhibitor ise bag

doku ve kemikte bulunan kollajendir ve antik DNA c¢alismalarinda siklikla kullanilan
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ornek grubu olan kemik doku igerisinde bulunur [71, 72]. DNA izolasyon
protokollerinde siklikla karsimiza ¢ikan fenol, kloroform, etanol, sodyum kloriir (NaCl),
sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi bircok kimyasal da ayrica PZR inhibitorlerine
ornektir. Fenol, kloroform ve SDS Tag DNA polimerazin degradasyonu ve
denatiirasyonuna sebep olarak reaksiyonu inhibe etme kapasitesine sahiptirler [5, 73,

74].

Inhibitdrlerin tek iplikli ya da cift iplikli DNA’ya baglanmasi izolasyon asamasinda
DNA ile birlikte elde edilmesine sebep olabilir ve PZR uygulamasini etkiler [70].
Dolayisiyla hem 6rnegin alindigi ortamdan kaynaklanan hem de 6rnegin kendisinden
kaynaklanan inhibitér maddeler deney tiipiiniin icerisine girmis olur. Inhibitdr bilesigin
ne oldugu kadar konsantrasyonu da PZR inhibisyonuna etkisinde énemlidir [5]. Tiim bu
sebeplerden otiirli yapilacak antik DNA ¢alismalarinda DNA’nin yiiksek miktarda elde
edilmesinin yani sira inhibitdrlerin ve olasi kontaminantlarin temizligi de ¢ok dnemlidir
ve inhibitdrler 6zelinde optimizasyon uygulanirken, parametreler inhibitoriin ¢esidine

ve etki mekanizmasina gore degisiklik gosterebilir [71].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez caligmast kapsaminda kullanilan farkli antik DNA izolasyon yontemlerinin DNA
kazanim oranlar1 ve PZR inhibitorlerini elimine etme basarilarinin karsilastirilmasi ve
antik DNA calismalar1 i¢cin kullanilabilirliginin belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica
incelenecek olan kemik ve dis 6rneklerinden elde edilecek olan antik DNA verimlerinin
ve mitokondri D-loop bolgesinin farkli uzunluktaki primerlerle amplifiye edilerek
izolasyon verimlerinin farkli amplifikasyon boyutlar1 da goz oniinde bulundurularak

karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Calismada kullanilan 6rnekler Karia Bolgesi’nde yer alan Stratonikeia Antik Kenti’ne
ait kazilardan elde edilmistir. Karia Bélgesi giiniimiizde Aydin ve Mugla illeri’nin
biiyiik bir kismin1 ve Denizli ili'nin bati u¢ kismimi kaplayan bir bolgedir. Stratonikeia
kentinin kalintilar1 Mugla’nin, Yatagan ilgesi’nin 7 km batisinda bulunan Eskihisar
Koyii’nde bulunmaktadir. Stratonikeia kent merkezinde bu zamana kadar yapilan
kazilarda, Bronz Cagi’ndan itibaren buluntu ele ge¢mistir (T.C. Mugla Valiligi,
http://www.mugla.gov.tr/stratonikeia-antik-kenti, Erisim Tarihi: 13.01.2022).

Sekil 3.1. Stratonikeia Antik Kenti’nin havadan fotografi, isaretli yer kazinin yapildigi

alan gostermektedir ([75] numarali kaynaktan alinmistir).
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Calisma kapsaminda kullanilan 6rnekler 5 adet femur kemigi, 5 adet talus kemigi ve 5
adet dis olarak se¢ilmistir. Kemik ve disin sert ve dayanikli yapilar1 nedeniyle DNA’y1
dis etkenlerden zarar gérmeden uzun yillar boyu bozulmadan korunmasini sagladiklari
bilindigi igin bu &rnek grubu tercih edilmistir. iskeletin farkli boliimlerinden alinan
ornekler arasindaki DNA korunumunun ve elde edilebilir DNA’nin veriminin de

kiyaslanmas1 amaglanmaistir.

Bu dogrultuda yapilan deneysel ¢alismalarin her asamasi antik DNA ¢alismalarina gore
optimize edilmis olup alana 06zgii problemler en aza indirgenmeye c¢aligilmistir.
Pulverizasyon, DNA izolasyonu ve PZR deneylerinin her biri farkli laboratuvarlarda

gerceklestirilmistir.

Tez c¢aligmasinda yiirlitiilen deneysel caligsmalar igin izlenen yol sirasiyla asagidaki
gibidir;

- Kemik ve dis 6rneklerinin dekontaminasyonu

- Kemik ve dis oOrneklerinin graviir cihazi yardimiyla temizlenmesi, toz hale

getirilmesi

- Orneklerden fenol kloroform ve silika membran izolasyon ydntemleri ile DNA

izolasyonu gerceklestirilmesi
- DNA kantitasyonu

- Mitokondri D-loop boélgesinden segilen 3 farkli primer ile PZR reaksiyonunun

gerceklestirilmesi

Agaroz jel elektroforezi

- Secilen 6rneklerin DNA dizileme yapilarak dogrulanmasi

3.1. Dekontaminasyon Uygulamalari

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan femur ve talus kemik 6rnekleri, biitiin haldeki iskelet
kemiklerinden kiiciik pargalar halinde cikartilmis sekilde bulunmaktadir, dis 6rnekleri

ise ¢ceneden ayrilmis haliyle bulunmaktadir.
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Sekil 3.2. Dekontaminasyon oncesi kemik ve dis 6rnekleri (A: talus, B: dis, C: femur)

Femur, talus ve dis 6rnekleri oncelikle 10 dk UV’ye maruz birakilmistir. Bu agamada
UV kabin igerisinde her drnegin konulacagi yer onceden isaretlenmis olup sonraki
asamalarda olasi bir 6rnekler arasi1 kontaminasyon riski azaltilmistir. Bu asamadan sonra
dis Ornekleri tozlastirma asamasina hazir hale gelmis olup femur ve talus kemik
ornekleri ile dekontaminasyon islemlerine devam edilmistir. Femur ve talus
orneklerinin zimpara ile dis etkenlere maruz kalan yilizey kism1 temizlenmis ve Dremel
marka graviir cihazi (Dremel® 3000) yardimi ile siingerimsi tabakasindan
arindirilmigtir.  Sonrasinda Ornekler yeniden 10 dk UV’ ye maruz birakilmistir.
Orneklerin temizlenme asamasinda her drnek sonrasinda tek kullammlik ekipmanlar
atilmis ve yerine yenisi kullanilmis olup diger ekipmanlar ise camasir suyu ile

temizlenmis ve ardindan UV’ye maruz birakilarak sterilize edilmistir.

3.2. Orneklerin Tozlastirlmasi (Pulverizasyon)

Femur ve talus 6rneklerinin tozlastirilmasi i¢in dekontaminasyonu tamamlanan 6rnekler
onceden steril edilmis bakir havan igerisine alinarak doviilmiis ve toz haline
getirilmistir. Ardindan steril tiiplere yerlestirilerek -20°C’de saklanmistir. Biitiin haldeki

dis orneklerinde ise dentin ve pulpa kisimlar1 Dremel marka graviir cihazi yardimi ile
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delinmis ve igerisinden ¢ikan toz steril ependorf tiiplerde birlestirilerek -20°C’de

saklanmistir.

3.3. DNA Izolasyonu
3.3.1. Fenol-Kloroform izolasyonu

Antik DNA calismalarinda siklikla kullanilan ve organik yontem olarak da
isimlendirilen bu izolasyon yonteminde ilk asama ornekteki proteinlerin ve kompleks
lipidlerin pargalanmasini hedefleyen lizis asamasidir. Sonraki asamalarda niikleik
asitleri diger molekiillerden ayirmak i¢in fenol-kloroform karisimi eklenerek sulu (iist)
ve organik (alt) fazlara ayrim yapilir. Faz ayriminin gerceklesmesiyle birlikte niikleik
asitler sulu fazdan izole edilebilir. Protokoller igerisindeki yikama basamaklari

caligmaya gore degiskenlik gosterebilir.

Fenol-kloroform izolasyonunda lizis asamasina geg¢ilmeden 6nce 6rnekler kalsiyum ve
diger minerallerden arindirilmak i¢in demineralizasyon (dekalsifikasyon) asamasina tabi
tutulurlar. Femur ve talus Orneklerinin demineralizasyonu igin ¢ok asamali EDTA

inkiibasyonu uygulanmistir.
- 50 mg kemik tozu tartilir ve 1,5 ml’lik ependorf tiipe alinir.

- Ornek {izerine 500 ul 0,5 M EDTA (Sigma) (pH: 8,0) eklenir ve rotatorda gece
boyu inkiibasyona birakilir.

- Sonraki giin rotatordan alinarak 3 dk 6000 rpm’de santrifiij edilir ve slipernatant
yeni tiipe alinir. Kalan pelet tizerine 500 ul 0,5 M EDTA eklenir ve yeniden rotatorda
gece boyu inkiibasyona birakilir.

- Inkiibasyon sonrasinda 3 dk 6000 rpm’de santrifiij edilir ve alman siipernatant

onceki giinden elde edilen siipernatant ile birlestirilerek izolasyona hazir hale getirilir.

Dis 6rneklerinin demineralizasyonu i¢in, icerdikleri az miktardaki DNA g6z Oniinde
bulundurularak diger kemik Orneklerinden farkli bir demineralizasyon siireci
izlenmistir. Femur ve talus orneklerinin aksine dis orneklerinde pelet kullanilmistir
clinkii EDTA inkiibasyonu asamasinin siiresi DNA’nin siipernatanta gecebilecegi kadar

uzun tutulmamustir.
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- Toz haldeki dig ornekleri steril 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alinir ve ¢ikan tozun

miktarina gore (~ 200 pl) 0,5 M EDTA ¢ozeltisi eklenir.

- Soguk oda igerisindeki rotatorda 10 dk inkiibasyona birakilir.

- Inkiibasyon sonrasinda 3 dk 6000 rpm’de santrifiij edilir ve siipernatant atilir.
- EDTA’dan temizlenmek i¢in iki kez steril distile su ile yikanir.

- Son agamada Ornek iizerine 15 pl steril distile su eklenerek izolasyona hazir hale

getirilir.

izolasyon icin uygulanan protokol, laboratuvarimizda rutin olarak kullamlan Fenol-
kloroform izolasyon yonteminin, antik DNA ¢alismasi i¢in modifiye edilmis seklidir.
Fenol-kloroform izolasyonu i¢in NaCl (Amresco), SDS (Sigma), Trizma Base (Sigma),
Proteinaz K (Sigma), Fenol (Carlo Erba), Kloroform (Carlo Erba) ve Etanol (Emsure)

kullanilmistir. Uygulanan protokol sirastyla agagidaki gibidir:

- Demineralizasyonu gerceklestirilen o6rneklerden 250 pl alinarak 1,5 ml’lik

ependorf tiip igerisine aktarilir.

- Her 6rnek iizerine iizerine 250 pl lizis tamponu eklenir.
Lizis Tamponunun Igerigi:

IM NaCl: 90 pl

%10 SDS: 80 pul

1X Tris-EDTA (TE) (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH: 7,6): 70 ul
Proteinaz K ¢ozeltisi (20 mg/ml): 10 pl

- Alt st edilerek lizis tamponunun 6rnek ile karismast saglanir ve 37°C’ de gece

boyu lizise birakilir.

- Lizat tizerine 500 pl fenol: kloroform (1:1) eklenir.

- 2500 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek faz ayrimi saglanir.

- Stipernatant yeni bir tiipe alinarak iizerine 1,5 ml’ye kadar %100 etanol eklenir.
- Presipitasyonun fazlalagsmasi i¢in 20 dakika boyunca -20°C’de inkiibe edilir.

- 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir ve {ist faz uzaklastirilir.
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- Pelet lizerine, 6rnegi 1,5 ml’ye tamamlayacak sekilde %70 etanol eklenir.
- 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklagtirilir.

- DNA’nin goriilemeyecek kadar az olmasi nedeniyle etanol tiip igerisinden

tamamen buharlasana kadar beklenir.

- DNA, 50-100 pl steril distile su eklenerek ¢ozdiiriiliir.

3.3.2. Silika Membran izolasyonu

Silika membran temelli izolasyon ydntemi Quick-gDNA™ Miniprep kit (Zymo
Reserch) kullanilarak gerceklestirilmigtir. Kullanilan kit kati dokudan DNA
izolasyonuna izin verdigi i¢in antik kemik ve dis Orneklerine dekalsifikasyon iglemi
uygulanmamig, direkt olarak pulverizasyonu yapilan Ornekler ile izolasyon
gerceklestirilmistir. Antik 6rneklerin bulundurdugu diisiik miktardaki DNA g6z oniinde
bulundurularak kit protokoliinde oOnerilenden daha fazla miktarda kemik tozu

kullanilmistir.

Uygulanan kit protokolii agagidaki gibidir:

- 50 mg kemik tozu (dis Orneklerinden ise az miktarda c¢ikan tozun tamamni)
tizerine 500 pl genomik lizis soliisyonu (igerisine %0,5 (v/v) 2-merkaptoetanol (Bio-

Rad) eklenmis) eklenir.

- Ornekler yaklasik 4-6 saniye vortekslenir ve 5-10 dakika boyunca oda

sicakliginda bekletilir.

- 10000 g’de santrifiij islemi gergeklestirilir ve silipernatant, toplama tiipleri

icerisindeki Zymo-Spin™ kolona transfer edilir.

- Ornekler 10000 g’de 1 dakika santrifiij edilir ve spin kolon yeni toplama tiipiine

yerlestirilir.

- Spin kolonlar {izerine 200 pul DNA 6n yikama soliisyonu eklenerek 10000 g’de 1
dakika santrifiij edilir.

- Spin kolon iizerine 500 pl g-DNA yikama soliisyonu eklenir ve yeniden 10000
g’de 1 dakika santrifiij edilir.
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- Spin kolon, mikrosantrifiij tlipiine alinarak kolonun tam {izerine gelecek sekilde
70 ul DNA eliisyon soliisyonu eklenir ve 2-5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe

edilir.

- Inkiibasyonu tamamlanan 6rnekler en yiiksek hizda 30 saniye boyunca santrifiij

edilir ve mikrosantrifiij tlipii igerisindeki kolon atilarak 6rnekler -20°C’ de saklanir

3.4. Spektrofotometrik Ol¢iim

Izolasyonu gerceklestirilen &rneklerin Q5000 UV-Vis Spectrophotometer (Quawell)
cihazi ile DNA konsantrasyonlar1 &l¢iilmiistiir. Orneklerin dl¢iim sonuglari, sonuglar

bolimiinde tablo seklinde sunulmustur (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Rutin olarak kullanilan PZR’yi basarili kilan en 6nemli etmenlerden biri, dogal ortami
kaplicalar olan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen bir termostabil DNA
polimerazdir. Kisaca Tag DNA polimeraz olarak isimlendirilen bu polimeraz PZR
uygulamasi i¢in gereken yiiksek 1sitma ve sogutma dongiilerine dayaniklidir ve bdylece

DNA’nin bu teknik ile hasarsiz bir sekilde ¢cogaltilabilmesini miimkiin kilar.

PZR’nin gerceklesebilmesi i¢in 4 temel bilesen gereklidir; bir DNA kalibi, DNA
polimeraz, serbest niikleotitler ve primerler. Kullanilacak DNA polimeraz termostabil
yapida olmali ve sicaklik degisimlerinde bozunmadan kalabilmelidir. Serbest
niikleotitler ise PZR igerisinde DNA’nin olusturulabilmesi i¢in yap1 tas1 olarak
kullanilirlar. Secilen primerler ¢ogaltilacak bolgenin uzunlugunu ve yerini tanimlar, bu

sebeple cogaltilmasi istenilen gen dizisine 6zgiil olmalilardir.

PZR farkli sicaklik ve siirelerde gergeklesen 3 ardisik adimin tekrarlanmasindan olusur.
Bu islem bir termal dongii cihazi igerisinde gergeklestirilir. Denatiirasyon olarak
isimlendirilen PZR’nin ilk adimminda ¢ift iplikli DNA 95°C'ye 1sitilarak iplikleri
birbirine baglayan hidrojen baglarinin ayrilmasi saglanir. Primer yapismasi olan ikinci
adimda ise sicaklik, primerlerin DNA’ya baglanmasimna olanak saglayacak ve her

primere 6zgii farklilik gdsteren bir dereceye diisiiriiliir. Zincir uzamasiin gergeklestigi
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ticiincli adimda ise sicaklik, Tag DNA polimerazin optimum aktivite gosterdigi derece
olan 72°C'ye yiikseltilir. Primerler diziye baglandiktan sonra polimeraz bu primerleri bir
baslangi¢ noktasi olarak kabul eder ve ortamda bulunan serbest niikleotitleri baglayarak
yeni DNA ipligini sentezler. Bahsedilen bu ii¢ adim belirli bir sayida tekrarlanir ve
boylece kalip DNA her dongili sonucunda iistel olarak ¢ogaltilmis olur. PZR reaktifleri
belirli dongiilerden sonra artik kullanilamayacagindan islem yaklasik 30-40 dongiide

sonlandirilir.

Tez caligmasi kapsaminda farkli amplikon uzunluguna sahip primerlerin antik DNA
tizerindeki amplifikasyon basarisini test etmek amaciyla 3 farkli primer ¢ifti secilmistir.
Primerler mitokondri iizerinde bulunan D-loop bdlgesinin farkli kisimlarindan seg¢ilmis
olup Cizelge 3.5.1 ve Sekil 3.2°de gosterilmistir. PZR bilesenlerinden kaynaklanabilen
veya iglem sirasinda olusabilecek kontaminasyonlar1 goriintiileyebilmek amaciyla her
reaksiyonda negatif kontrol kullanilmistir. Ayn1 zamanda reaksiyonun dogru calistigini
gozlemlemek i¢in insan kanindan izole edilen modern DNA, pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.

PZR bilesenleri ve kosullari, yapilan denemeler sonunda antik 6rnekler i¢in optimize
edilmistir. Antik DNA c¢alismalarinda Ornekten veya Ornegin alindigi ortamdan
kaynaklanan olast PZR inhibitorlerine karst PZR reaksiyonunun daha verimli ¢alismasi
icin reaksiyon igerigine Bovine serum albumin (BSA) (GeNeiTM) eklenmistir.

Reaksiyon igerigi ve kosulu ¢izelge 3.5.2°de verilmistir.

[k PZR reaksiyonu sonrasi goriiniir bir PZR {iriinii elde edilemediginden, 2. ve 3. kusak
PZR reaksiyonu uygulanmistir. Ik reaksiyonun {iriinii kalip DNA olarak kullanilmus,
ayn1 reaksiyon bilesenleri ve ayni reaksiyon kosullari uygulanarak 2. PZR islemi
gerceklestirilmistir. Silika membran izolasyon ydntemi ile izolasyonu gergeklestirilen
orneklerde 2. kusak PZR yeterli olmus ancak fenol-kloroform yontemi ile izole edilen
orneklerde 3. kusak PZR reaksiyonu gergeklestirilmistir. 3. kusak PZR reaksiyonunda
kullanilan kalip DNA 2. PZR reaksiyonu iiriiniidiir.
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Cizelge 3.5.1. Mitokondri D-loop bdlgesini ¢ogaltmak igin segilen primerler (F: Ileri
primer, R: geri primer)
Amplikon Adi  Primer Ad Pimer Dizisi Fragman
Uzunlugu
A Amplikonu 16002-F 5’-tctaatttaaactattctctgttc -3’ 162 bg
16164-R 5’-tttatgtactacaggtggtcaa-3’
B Amplikonu mitS5D-F 5’-atcccttctcgteecca-3’ 218 bg
mit16560-R 5’-atcgtgatgtcttatttaag-3’
C Amplikonu mitS2D-F 5’°-cagcaatcaaccctcaactatc-3’ 177 bg
16387-R 5’-tatctgaggggggtcatcca-3’
A-16002-F A-16164-R B-mitS5D-R
C- mitS2D-F L C-16387-R B-mit16560-R
) p— —
L 16.1001 = 16.2001 16.3001 64001 16.5000 = **°

Mitokondri D-Loop
— HVRI —
B Amplikonu

A Amplikonu

C Amplikonu

Sekil 3.3. Kullanilan primerlerin ve olusan amplikonlarin mitokondri D-loop bolgesi

tizerinde gosterimi
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Cizelge 3.5.2. PZR reaksiyonu bilesenleri ve kosulu

Reaksiyon Bilesenleri Reaksiyon Kosulu
DNA 5nul 94°C 1dk
10X PCR Tamponu Sul 94°C 40 sn
2,5 mM dNTP karigimi 1l 79°C 30 sn
10 mM {leri Primer 0,5 pl

72°C 1dk
10 mM Geri primer 0,5 ul

+4°C o0
BSA 0,5 pl
Tag DNA Polimeraz (5U/ pl) 0,5 ul
dH,O 32 ul
Son Hacim 50 pl

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

10 pl PZR firtind, 2 pl 6X Yiikleme tamponu (%40 siikroz, %0,25 bromfenol mavisi,
%60 10X TBE tamponu) ile karistirilmis ve %?2’lik (w/v) agaroz (Roche) jele
yiiklenmistir. Amplikon boyutlarinin belirlenebilmesi i¢cin 50 b¢ marker (Bioron)
kullanilmistir. Agaroz jelin tablasi tank icerisine yerlestirilerek iizerine 1X TBE
eklenmis ve Consort mini elektroforez giic kaynagina baglanarak markerin tiim bantlar

netlesene kadar (~1 saat) 80 voltta yliriitme islemi gergeklestirilmistir.

3.7. DNA Dizileme

PZR ile g¢ogaltilan bolgelerin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla segili drneklerin
16002-F (A amplikonu) ileri primeri ile dizilemesi gerceklestirilmistir. Dizileme
yontemi olarak Sanger Dizileme tercih edilmis ve yiiriitme islemi Applied Biosystems
3500 Series Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) kapiller elektroforez

sisteminde gergeklestirilmistir.
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Sec¢ili PZR 6rnekleri dncelikle PZR Exol/SAP piirifikasyonu islemine tabi tutulmus ve
ardindan sekans reaksiyonu gerceklestirilmistir. PZR piirifikasyonu ve sekans reaksiyon

kosullar Cizelge 3.7.1 ve Cizelge 3.7.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.7.1. PZR piirifikasyonu igerigi ve reaksiyon kosullari

PZR Piirifikasyonu bilesenleri PZR Piirifikasyonu Reaksiyon Kosulu
PZR Uriinii 4ul 37°C 20 dakika
Exonuclease [ (10 U/pl) 0,4ul 80°C 20 dakika

Shrimp Alkalen Fosfataz (2 0,8ul
U/ul)

95°C 2 dakika

Cizelge 3.7.2. Sekans reaksiyonu igerigi ve reaksiyon kosullar

Sekans Reaksiyonu Sekans Reaksiyon Kosulu

Piirifiye PZR Uriinii 1,5ul 96°C 10 saniye
10uM Primer 0,5ul 50°C 5 saniye
Big Dye (Thermo Fisher 0,6ul 60°C 4 dakika
Scientific)

10X Big Dye Tamponu 0,95ul

dH,0 6,45l

Son Hacim 10ul

Sekans reaksiyonu BigDye™ Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher

Scientific) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sekans reaksiyonunun ardindan reaksiyon iriinleri sekans piirifikasyon iglemine tabi

tutulur. Sekans piirifikasyonu i¢in kullanilan yontem asagidaki gibidir:

- Sekans reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriine, 2 ul 3 M sodyum asetat ve 50

ul %100°lik soguk etanol eklenerek karistirilir. Karigim 1,5 ml’lik tiipe alinir.

32



- 20 dakika -20°C’de inkiibasyona birakilir.
- Inkiibasyon sonrasinda 13000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir.
- Ust faz dikkatlice uzaklastirilir.

- Pelet tizerine 250 pl %70’lik soguk etanol eklenir ve 13000 rpm’de 5 dakika

boyunca santrifiij edilir.

- Ust faz dikkatlice uzaklastirlir.

- Etanoliin tamamen u¢masi beklenir.

- Ardindan 20 pl formamid eklenir. Daha sonra vortekslenir ve spin edilir.

- Ornekler sekans tiiplerine alinir ve 94°C’de 4 dakika boyunca denatiire edilir.
- Denatiirasyon sonrast -20°C’de 3 dakika inkiibe edilir.

- Inkiibasyonu tamamlanan Ornekler sekans cihazina yiiklenir.
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4. SONUCLAR

4.1. Spektrofotometre sonuclari

Kazi sonucu elde edilen kemik orneklerinden 50 mg tartilarak, dis 6rneklerinden ise
dentin/pulpadan
gerceklestirilmistir.  Fenol-Kloroform yontemi ile yapilan izolasyon Orneklerinin

spektrofotometre Ol¢iimleri Cizelge 4.1°de, silika membran yontemi ile yapilan

¢ikan

tozun  tamami kullanilarak

1zolasyonlar1

izolasyon Orneklerinin spektrofotometre olgiimleri ise Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Fenol-kloroform izolasyonunun spektrofotometre 6l¢iim sonuglari

Ornek tipi | Ornek DNA miktar1 (ng/pl) 260/280 260/230

1003 826,93 1,51 0,37

1012 1213,90 1,51 0,50

FEm 1014 797,17 1,45 0,48
1040 571,33 1,52 0,36

1068 468,02 1,52 0,27

1026 1020,37 1,58 0,35

1030 1237,88 1,47 0,57

Talus 1043 1018,29 1,56 0,36
1059 716,40 1,79 0,23

1107 994,58 1,60 0,35

1009 11,42 1,57 0,69

1059 13,86 1,80 0,83

Lty 1079 12,90 1,78 1,31
1091 19,03 1,47 0,76

1111 19,18 1,62 1,38
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Cizelge 4.2. Silika membran izolasyonunun spektrofotometre 6lgiim sonuglari

Ornek tipi | Ornek DNA miktar1 (ng/pl) 260/280 260/230

1003 9,86 1,49 0,11

1012 4,35 1,48 0,21

Femur 1014 68,21 1,31 1,00
1040 5,34 0,47 0,54

1068 9,42 1,13 0,38

1026 24,34 1,40 0,58

1030 11,31 1,45 0,45

Talus 1043 79,83 1,19 1,45
1059 77,05 1,03 3,26

1107 9,35 1,36 0,61

1009 13,74 1,09 0,86

1059 2,48 1,74 0,41

Dis 1079 8,45 1,39 0,71
1091 11,55 1,28 0,69

1111 3,24 1,76 0,19

4.2 Agaroz jel elektroforezi sonuclari

4.2.1. Fenol-Kloroform izolasyonuna ait sonuglar

Fenol-Kloroform izolasyon yontemi ile izolasyonu yapilarak 16002-F ve 16164-R
primer c¢ifti ile 3 kusak amplifikasyonu gerceklestirilen ve 162 b¢ uzunlugunda olan A
amplikonunun %2’lik agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te
verilmistir. Femur orneklerinde yalnizca 1003 numarali 6rnek, talus drneklerinde ise

yalnizca 1043 numarali 6rnek basarisiz sonug¢ vermistir. Dis 6rneklerinin tamaminda A

amplikonu basarili sekilde cogaltilmstir.
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1003 1012 1014 1040 1068 (-)

Sekil 4.1. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen femur 6rneklerinin A amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

M (¢ 1026 1030 1043 1059 107 ()

Sekil 4.2. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen talus 6rneklerinin A amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).
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(+) 1009 1059 1071 1091 MM ()

Sekil 4.3. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen dis 6rneklerinin A amplikonuna ait

sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

Fenol-kloroform izolasyon yontemi ile izolasyonu yapilarak mitS5D-F ve mit16560-R
primer ¢ifti ile 3 kusak amplifikasyonu gerceklestirilen ve 218 b¢ uzunlugunda olan B
amplikonunun %2’lik agaroz jel goriintiileri Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da
verilmigtir. Femur, talus ve dis 0rneklerinin tamaminda B amplikonu basarili sekilde

amplifiye edilememistir.

M (+) 1012 1014 1040 1068 1107 (-)

Sekil 4.4. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen femur 6rneklerinin B amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).
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M (¢ 1026 1030 1043 1059 107 ()

Sekil 4.5. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen talus orneklerinin B amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

(+) 1009 1059 1079 1091 1M (-)

Sekil 4.6. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen dis 6rneklerinin B amplikonuna ait

sonuglart. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

Fenol-kloroform izolasyon yontemi ile izolasyonu yapilarak mitS2D-F ve 16387-R
primer c¢ifti ile 3 kusak amplifikasyonu gerceklestirilen ve 177 b¢ uzunlugunda olan C
amplikonunun %?2’lik agaroz jel goriintileri Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da
verilmistir. Talus Orneklerinde yalnizca 1026 ve 1059 numarali 6rneklerde ¢ok az
miktarda olsa da beklenen biiytikliikte bant goriilmiistiir. Femur ve dis drneklerinde ise

C amplikonu basarisiz sonug vermistir.
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() 1003 1012 1014 1040 1068 (-)

— I

Sekil 4.7. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen femur 6rneklerinin C amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

M (+) 1026 1030 1043 1059 107 ()

Sekil 4.8. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen talus 6rneklerinin C amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

39



M (+) 1009 1059 1079 1091 1M ()
—— -— S—

Sekil 4.9. Fenol- kloroform yontemi ile izole edilen dis 6rneklerinin C amplikonuna ait

sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

4.2.2. Silika membran izolasyonuna ait sonuglar

Silika membran izolasyon yontemi ile izolasyonu yapilarak 16002-F ve 16164-R primer
cifti ile 2 kusak amplifikasyonu gerceklestirilen ve 162 b¢ uzunlugunda olan A
amplikonunun %?2’lik agaroz jel goriintiileri Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de
verilmistir. Femur, talus ve dis 6rneklerinin tamaminda A amplikonu basarili sekilde

cogaltilmistir.

M  (+) 1003 1012 1014 1040 1068 (-)

Sekil 4.10. Silika membran yontemi ile izole edilen femur 6rneklerinin A amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).
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‘(+) 1026 1030 1043 1059 1107 ()

Sekil 4.11. Silika membran yontemi ile izole edilen talus O6rneklerinin A amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

M (+#) 1009 1059 1079 1091 MM ()

Sekil 4.12. Silika membran yontemi ile izole edilen dis 6rneklerinin A amplikonuna ait

sonuglart. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

Silika membran izolasyon yontemi ile izolasyonu yapilarak mitS5D-F ve mit16560-R
primer ¢ifti ile 2 kusak amplifikasyonu gerceklestirilen ve 218 b¢ uzunlugunda olan B
amplikonunun %?2’lik agaroz jel goriintiileri Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te
verilmistir. Femur 6rneklerinden yalnizca 1003 numarali 6rnekte, dis orneklerinin ise
tamaminda amplifikasyon basarisiz olmustur. Talus orneklerinin tamaminda ise bu

bolgede basarili amplifikasyon gergeklestirilmistir.
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M (+) 1003 1012 1014 1040 1068 (-)

Sekil 4.13. Silika membran yontemi ile izole edilen femur 6rneklerinin B amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

M (+#) 1026 1030 1043 1059 TMO7 (-)

Sekil 4.14. Silika membran yontemi ile izole edilen talus 6rneklerinin B amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).
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M (¢ 1009 105 1079 1091 T ()

Sekil 4.15. Silika membran yontemi ile izole edilen dis 6rneklerinin B amplikonuna ait

sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

Silika membran izolasyon yontemi ile izolasyonu yapilarak mitS2D-F ve 16387-R
primer c¢ifti ile 2 kusak amplifikasyonu gerceklestirilen ve 177 b¢ uzunlugunda olan C
amplikonunun %?2’lik agaroz jel goriintiileri Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de
verilmistir. Femur, talus ve dis orneklerinin tamaminda C amplikonu basarili sekilde

cogaltilmistir.

M (¥} 1003 1012 1014 1040 10168 (-)

Sekil 4.16. Silika membran yontemi ile izole edilen femur &rneklerinin C amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).
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M () 1026 1030 1040 1059 1107 ()
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Sekil 4.17. Silika membran yontemi ile izole edilen talus 6rneklerinin C amplikonuna

ait sonuglari. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

M (+) 1009 1059 1079 1091 1M (-)

Sekil 4.18. Silika membran yontemi ile izole edilen dis drneklerinin C amplikonuna ait

sonuglar1. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol).

4.3. Secili Ornekler ile Yapilan Sanger Dizileme Sonuclari

Fenol-kloroform yontemi ile izolasyonu gergeklestirilen ve basarili sekilde
cogaltilabilen 1014, 1026, 1059, ve 1107 numarali 6rneklerde 16002-F primeri (A
amplikonu) ile okunan DNA dizilerinin kromatogram goriintiileri Sekil 4.19, Sekil 4.20,
Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de verilmistir.
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CIACCCAA GTATT GACTCACCCAT CAACAACCGICTATGTATTTCGTACATTACTGC

Sekil 4.19. 1014 numarali femur 6rnegine ait kromatogram goriintiisii

GG TACCACCCAAG TATTG ACT CACCCATCAACAACCGTATGTATTTCGTACATTA

Sekil 4.20. 1026 numarali talus 6rnegine ait kromatogram goriintiisii

i TACCAC CCAAG TATTG ACTCACCCATC CAACAACCG CTATGTATTT CGTACATTA

Sekil 4.21. 1059 numarali talus 6rnegine ait kromatogram goriintiisii

TACCAC CCAAG TATT G ACTCACCCAT CAACAACCGTATGTATTTCGTACATTAC

Sekil 4.22. 1107 numarali talus 6rnegine ait kromatogram goriintiisii
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5. TARTISMA

Antik Orneklerden elde edilen DNA dizilerinin okunmasi evrimsel ve antropolojik
calismalar icin 6nemli bir rol oynar [76]. ilk antik DNA calismalart mumya ve miize
orneklerinin dis etkenlerden korundugunu ve antik DNA’nin yalnizca bu Ornek
grubundan elde edilebildigi diisiincesine odaklanmis ve ilk ¢aligmalar bu 6rnek grubu
tizerinden yuritilmistiir. Ancak ilerleyen zamanlarda kazilardan elde edilen mineralize
dokularin da yiiksek miktarda DNA icerdigi gozlenmistir. Boylelikle antik DNA ile
ilgili ¢alismalar omurgali kemiklerine ve dislerine yonelmistir [11]. Kemikler, mumya
ornekleri, miize ornekleri, kehribarda bulunan bdcekler ve bitki fosilleri gibi gecmisten
giintimiize kadar kismen olsa da korunakli kalmis birgok biyolojik materyaldeki antik
DNA arkeoloji, biyoloji ve adli bilimler gibi ¢esitli disiplinler i¢in 6nemli bilgiler sunar.
Antik DNA, popiilasyonlarla ilgili hipotezlerin gelistirilmesine katkida bulunurken,
bireylerin cinsiyetlendirilmesi, akrabalik iligkilerinin belirlenmesi, popiilasyon gocleri
ve hatta tarimin gelisimine dair bilgiler sunma potansiyeline sahiptir [15]. Bu baglamda
yapilan ¢aligmalarin ¢ogu Ornekten elde edilen DNA’nin dizisinin okunmasini
gerektirir. Antik DNA’nin 6rnekten basarili bir sekilde izole edilmesi, DNA dizisinin
basarili bir sekilde okunabilmesi i¢in kritik bir asamadir. Ancak antik DNA
izolasyonunda elde edilebilir DNA’nin diisiik miktar1 ve olast kontaminasyon riski
bliyiik bir problem teskil eder [77]. Hasar almis ve diisiik miktarda bulunan DNA ile
calisirken dogru izolasyon metodunun se¢imi ve metot sirasinda yapilacak uygulamalar
tiim deneyin gidisatim belirleyecektir [69, 78]. izolasyon metotlar1 rnegin ¢esidine,
hangi dokudan elde edildigine ve hasarin derecesine gore degisebilir ve literatiirde farkl
izolasyon metotlarinin denemelerine dair ¢esitli ¢alismalar bulmak miimkiindiir [78,
79].

Antik DNA c¢alismalarinda uygulanan izolasyon yontemleri, 6rnegin elde edildigi doku
ve korunma kosullar1 dolayistyla standart izolasyon protokollerinden temelde 3 agidan
farklidir. Bunlardan ilki cogu DNA izolasyon yonteminin bozulmamis ve yiiksek oranda
DNA igeren taze dokular icin tasarlanmis olmasidir. Antik DNA’y1 barindiran eski
orneklerde ise hiicre yapisi c¢ogunlukla bozunmaya ugramistir Ve izolasyon

parametreleri bu durum géz oniinde bulundurularak optimize edilmelidir. Ikincisi,
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izolasyon yapilirken ¢ok agresif yontemlerden kacinilmasi gerektigidir ¢linkii antik
DNA baglardaki hidroliz, depiirinasyon, deaminasyon gibi cesitli siireclerle hasar
gormiistiir. Agresif yontemler her ne kadar 6rnekten DNA salinimini artirabiliyor olsa
da antik DNA molekiiliine daha fazla hasar vererek verimi azaltma potansiyeline
sahiptir. Ucgiinciisii ise eski kemik ve dis o&rneklerinin PZR inhibitér maddeleri
bakimindan zengin olusu ve izolasyon sirasinda DNA ile birlikte elde edilebiliyor
olmasidir. Bu inhibitér maddeler amplifikasyona miidahale ederek ¢alismanin verimini
yiikksek oranda distirebilir. Bu nedenle antik DNA izolasyonu yapilirken bir dizi
problem ile bas edilmesi gerekmektedir [80]. Tiim bunlarin yani sira 6liimden sonra
meydana gelen bozunmalar da elde edilecek DNA’nin kalitesini biiylik Olgiide
diistirmektedir. Bu durum DNA sablonunun bozulmasi ve kimyasal modifikasyonlar ile
sonuglanir, boylelikle de DNA molekiiliiniin uzunlugunun azalmasina sebep olabilir.
Bozunmaya ugramis molekiillere yonelik gelistirilen izolasyon metotlariyla antik
DNA’nin izolasyonunun veriminin iyilestirilmesi, arkeolojik ve paleontolojik

kalintilardan elde edilecek veriler konusunda 6nemli bir adimdir [81, 82].

izolasyon parametreleri belirlenirken antik DNA’nimn elde edilecegi dokunun tipi ve
ornegin saklandig1 kosullar 6nemlidir. Kemik gibi mineralize dokulardaki DNA’nin
kullanilabilir olarak uzun siire kalmasi ortam sartlari ile dogrudan iliskilidir. Ornegin,
toprakta bulunan kemiklerdeki gbzenek bosluklarina ortamdaki mantar ve bakteriler
yerleserek mineralize dokularin parcalanmasina sebep olurlar. Kemik dokunun
bozunmasina dair elde edilen bilgilerin yaninda kemik igerisindeki DNA’nin nasil
bozuldugu ve hatta tam olarak nerede lokalize oldugu net bir cevaba kavusmamistir. Bu
konu hakkinda ¢esitli goriisler sunulmus olsa da kemik ve DNA arasindaki net iligki tam
olarak aydinlatilamamustir. [82]. Kemikte bulunan organik birimlerin DNA i¢in bir
bariyer gorevi gordiigii ve boylelikle DNA’y1 korudugu diisiiniilmektedir. Ancak yine
de kemik matriksinde bulunan DNA’nin yogunlugu azdir ve verimli bir sekilde eldesi
zordur [83]. Dis dokusu; dis minesi ve kok olmak iizere iki boliimden olusur. Kok kismi
pulpa, dentin ve sementi i¢inde barindirir. Dis minesi insan viicudunda bulunan en sert
dokudur ve hiicre barindirmaz, bu nedenle dis Orneklerinde DNA eldesi disin ana
bileseni olan ve dis minesine kiyasla yiiksek oranda hiicre barindiran pulpa/dentin

kompleksinden gergeklestirilir [83].
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Iskelet kalintilarinda bulunan DNA nin verimi ve orani bulundugu 6rnegin tiiriine gore
degiskenlik gosterebilir. Genellikle femur, tibia ve humerus gibi daha biiyiik kemikler
ve dis Ornekleri genetik analizler i¢in ilk tercihler olmuslardir. Uzuv kemiklerindeki
yogun kortikal yiizey ve dis dokudaki sert dig ylizeyin, Ornegi ve dolayisiyla
barindirdigi DNA’y1 daha iyi korudugu diisiiniilmektedir. Milos ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, analizler sonucunda femur kemikleri humerus, radius
ve ulna kemiklerine kiyasla daha basarili sonuglar vermistir [84]. Hangi kemik tiiriniin
daha iyi sonu¢ verdigini anlamak adina gectigimiz yillarda birgok calisma yapilmistir
ancak 6rnegin bulundugu kosullar, aldig1 hasar ve 6rnegin yasi gibi etkenler degiskenlik
gosterebileceginden, hangi 6rnek tiirlinden daha verimli DNA elde edilebilecegine dair
ortak bir fikre varmak ¢ok miimkiin olmamustir. Benzer ortamlardan toplanan 6rnekler
arasinda bile elde edilen DNA’nin miktar1 ve kalitesi arasinda farklar olusmaktadir.
Bununla birlikte DNA eldesi icin tercih edilecek izolasyon yontemi de verimli DNA
eldesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [82, 83]. Izolasyon metodu iskeletin hangi
bolgesinin ¢alisilacagina gore degisebilmekle birlikte, PZR ile amplifiye edilecek
bolgeye gore de degisebilir. Bir 6rnek tipi veya amplifikasyon bolgesi i¢in ¢ok iyi
calisan bir metot digerleri igin ¢alismayabilir [69].

Kemik ve dis orneklerinden yapilacak izolasyonlarda temelde dekontaminasyon,
demineralizasyon ve saflastirma basamaklar1 olmak iizere 3 basamak izlenir ancak
demineralizasyon asamasi, farkli izolasyon metotlarina ve ¢aligmalara gore degisiklik
gosterebilmektedir. Ayn1 zamanda literatiirde bu agamanin gerekliligine ve cesitlerine
dayanan farkli fikirler ve c¢alismalar mevcuttur, bu nedenle demineralizasyon
uygulanmadan da basarili sonuglara ulasildigi ¢aligmalar bulmak miimkiindiir [69, 85-
87]. Bu tez ¢alismasinda fenol-kloroform izolasyonu igin 2 gecelik demineralizasyon
uygulanan kemik 6rneklerinden, kit ile gerceklestirilen silika membran izolasyonu i¢in
demineralizasyon islemine tabi tutulmamis kemik Orneklerinden yapilan izolasyonlar
daha iyi sonu¢ vermis ve calismada bu sekilde kullanilmistir. Demineralizasyon
asamasinin DNA kaybina yol agabilecegi diisiiniilse de fenol-kloroform izolasyonunun
daha yiiksek verimde ¢alismasi, 6rneklerin kalsiyum ve minerallerden temizlenmesi ile

miimkiin olmustur.
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Literatiirde denenmis ve basarili-basarisiz  olmus bir¢ok izolasyon metodu
bulunmaktadir. Ancak antik kemik oOrneklerinde basarili oldugu gozlenen ve bu
calismalarda siklikla karsimiza ¢ikan iki yontem vardir. Bunlar fenol-kloroform ve
silika temelli izolasyon yontemleridir [69, 88, 89]. Antik DNA c¢alismalarinda
orneklerden DNA eldesi i¢in kullanilan tekniklerin ¢ogu, bir fenol-kloroform izolasyon
metodunun varyasyonlarina dayanir [90]. Fenol-kloroform teknigi eski bir teknik olsa
da, uygulanabilirligindeki kolayligi ve basaris1 ile antik DNA alami igerisinde
popiilerligini uzun siire korumustur [87, 90]. Bu yontem DNA’nin izolasyonu ig¢in
verimli olsa da zaman alan bir yontemdir ve uzmanlik ister. Ayrica protokol
basamaklar1 tehlikeli kimyasallarin kullanimin1 gerektirir ve deney asamalarinda

Ornegin tiipler aras1 aktarimini igerir, bu durum ise hataya veya kontaminasyona sebep

verebilir [91, 92].

Kemik tozlarindan kaotropik bir tuz ve silika partikiiller kullanilarak DNA’nin
izolasyonu Boom ve meslektaslari tarafindan gosterilmis ve ardindan farkli ¢aligmalarda
farkli sekillerde kullanilmistir [93, 94]. Higuchi ve arkadaslariin yaptig ilk antik DNA
calismasindan bu yana g¢esitli antik DNA izolasyon metotlar1 gelistirilmistir. Bu
metotlar mumyalanmis dokular, digki, kemik ve dis gibi farkli kalint1 tiirlerinde farkli
basarilar gostermislerdir. Rohland ve arkadaslari tarafindan tanitilan ve silika temelli bir
yontem olan izolasyon yontemi [80] diger metotlardan daha fazla PZR basarisi
gostermis ve antik ornekler igin siklikla kullanilan bir yontem olmustur. Ilerleyen
yillarda ise Dabney ve arkadaslart [95], Rohland ve arkadaslarinin metodunda
tyilestirmeler yaparak ¢ok kisa DNA fragmanlarini basarili bir sekilde elde etmeyi
saglayan silika kolon temelli bir yontem gelistirmislerdir [81]. Yine silika kolon temelli
bir baska izolasyon metodu ise orijinal olarak Yang ve arkadaslar1 [17] tarafindan
gelistirilmistir ve farkli sekillerde antik DNA ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Her iki yontem de antik DNA alaninda farkli varyasyonlar ile kullaniliyor olsa da

birbirlerine {istlinliikleri zaman zaman arastirmacilar tarafindan tartisilmistir [96].

Literatlirde siklikla farkli protokollerle kullanilan ve antik DNA’daki kisa fragmanlari
eldesindeki basarilarindan Otiiri bu tez c¢alismasinda silika membran temelli bir
izolasyon yontemi tercih edilmis ve klasik bir yontem olan fenol-kloroform izolasyonu

ile farkli parametreler altindaki verimleri karsilastirtlmistir. PZR asamasinda hedef
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bolge ve bu bolgeye 6zgii tasarlanan primerler tlire 6zgiidiir. Tez ¢aligsmasi kapsaminda
incelemis oldugumuz 6rnekler insana ait olup tasarlanan mitokondriyal primerler insan
mitokondriyal DNA’s1 Cambridge Referans Dizisi’ne (rCRS) goére hazirlanmistir
(NCBI referans sekansi: NC 012920.1). Bu nedenle oOrnekten kaynaklanan bir
mikrobiyal veya fungal kontaminant DNA’nin, insana 6zgii primerler ile amplifiye
olmamasi beklenmektedir. Diger yandan kazida ve analiz asamasina kadar ilerleyen tiim
siireclerde insanlarin yaygmlhigi géz 6niinde bulundurulursa arkeolojik insan kalintilari
ile yapilan caligmalarda yasanan en biiyiilk kontaminasyon problemi modern insan
DNA’sidir. Kontaminant insan DNA’s1 arkeolojik Orneklere mikro damlaciklarda
tasinan epitelyal hiicrelerle ve cilt hiicreleri yoluyla bulasabilir. Boylelikle kontaminant
DNA, izolasyon sirasinda ornekten elde edilecek antik DNA miktarina yakin veya daha
fazla miktarda elde edilebilir. Ancak bu tiir kontaminant DNA’lar kararli degildir ve
kisa omiirliidiir, genellikle de yiizeysel olarak bulunurlar. Kemikte bulunan antik DNA
cevresindeki sert doku tarafindan korunur, ancak kontaminant insan DNA’s1 nem ve
dogal UV’ye maruz kalarak uzun siire drnek tizerinde varligimi siirdiiremeyebilir [97].
Ornek iizerinde varligini koruyan kontaminantlardan kurtulmak igin ise ornegin ve
icerdigi antik DNA’nin saglam kalmasimnmi da gozeterek yilizey temizligi ve UV ile
sterilizasyon islemleri gergeklestirilmistir. Sonraki asamalarda kontaminasyondan
kacinmak i¢in pulverizasyon islemleri sirasinda tek kullanimlik malzemeler her 6rnek
sonrasinda atilmig, ¢alisma ortami ve kullanilacak malzemeler ¢amagir suyu ve alkol ile

temizlenmistir.

Izolasyonu gergeklestirilen DNA 6rnekleri sonraki molekiiler tayinlerde kullanilmadan
once DNA miktar1 ve safliginin 6lglimii yapilir [98]. Piirin ve pirimidin bazlarinin
rezonans yapist sebebiyle niikleik asitler 260 nm (nanometre) dalga boylarinda UV
15181n1 absorbe eder bu nedenle DNA miktari, 260 nm dalga boyundaki absorbansi
kullanilarak belirlenir [99]. Ancak yapilan ¢alisma i¢in sadece DNA’nin miktar tayini
yeterli degildir. DNA eldesinde izolasyon metodundan veya Ornekten kaynaklanan
kirletici maddeler PZR inhibitorii olarak karsimiza ¢ikabilir, bu nedenle DNA’nin saflik
tayinin de yapilmasi gerekmektedir. DNA’nin safligi 260/230 ve 260/280 absorbans
oranlarina bakilarak yorumlanir. DNA saflig1 birincil olarak 260/280 oranina bakilarak
belirlenir ve genellikle 1,8 orani saf olarak kabul edilir. Bu oran diistiikge 280 nm

yakininda absorbans veren protein, fenol ve diger kirleticilerin varligindan siiphelenilir
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[98]. Silika membran ve fenol-kloroform yontemi ile izolasyonlari gergeklestirilen
orneklere bakildiginda yalnizca fenol-kloroform ile izole edilen 2 adet dis 6rnegi (1059
ve 1079 numarali disler) ve bir adet talus 6rnegi (1059 numarali talus) bu orana
yakin/esit olarak bulunmustur (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2). Diger 6rneklerde ise bu oran
1,8’den diisiiktiir. DNA safliginin ikincil 6lgiisti 260/230 oranidir ve genellikle 2,0-2,2
araliginda saf DNA’nin varligin1 isaret eder. Oran beklenenden diisiikse protein,
GUHCL (Guanidin hidrokloriir), EDTA, Kkarbonhidratlar, tuzlar veya fenol gibi
kirleticilerden siiphelenilir. Yapilan izolasyonlarin neredeyse tamaminda bu oran
beklenen degerin ¢ok altindadir. Modern DNA c¢alismalarinda genellikle PZR
karisimma fazla miktarda DNA eklenmesi bir amplifikasyon problemine yol
acabileceginden konsantrasyon Ol¢iimii yapilir ancak antik DNA’da durum biraz
farklidir. Izole edilen &rneklerde antik DNA’nm konsantrasyonu genellikle dogru
sonuglar1 yansitmayabilir. Antik DNA c¢alismalarinda PZR sonucu amplifikasyona
trlinii elde edilememesi ¢ogunlukla asir1 DNA miktarindan ziyade inhibitér nedeniyle
olabilir. Ayn1 sekilde kemik 6rneginin bulundugu ortamdan edindigi mikroorganizmalar
sebebiyle aslinda spektroskopik yontemlerle yapilan Sl¢iimiin sonucunda ¢ikan deger
yalnizca 6rnek igerisindeki antik DNA’y1 yansitmayabilir [15, 69] Antik DNA iizerine
yapilan bir tez calismasinda da benzer bir c¢ikarim yapilmis, miktar ve saflik
degerlerinin antik DNA ¢aligmalarinda anlamli bulunamayabilecegi belirtilmistir [100].
Bu nedenle antik DNA i¢in DNA’nin varligina ve Kalitesine dair en giivenilir sonug

PZR deneyinin sonucuna dayanir.

Ornekler, Mugla’nin Yatagan Ilgesi’nin 7 km batisinda bulunan Eskihisar K&yii’nde
gerceklestirilen kazi calismalarindan elde edilmistir. Kazinin yapildig:r bolge Akdeniz
iklim kusaginda bulunmaktadir. Bu kusakta yaz aylar1 sicak ve kurak, kis aylari ise 1lik
ve yagishdir. Yaz aylarindaki yiiksek sicakliklar zaman zaman 40 dereceyi
gecebilmektedir (Mugla Il Kiiltiir ve Turizm Miidiirliigii, https://mugla.ktb.gov.tr/,
Erisim Tarihi: 28.12.2022). Antik DNA’nin korunmasindaki en énemli faktorlerden biri
cevresel kosullar ve sicakliktir. Yiiksek sicaklik ve nemde DNA, yiliksek oranda
bozunmaya ugrayabilmektedir. Kazinin gerceklestirildigi bolgede yaz aylari her ne
kadar kurak olsa da yliksek sicaklik kosullar1 ve kis aylarinda gerceklesen yiiksek yagis
miktarlart nem artisina sebep vererek DNA’nin bozunmasini hizlandirabilir. Bu

baglamda deneylerde kullanilan 6rneklerin gédmii alanmi icinde, literatirde DNA’nin
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ornekteki korunumu igin ideal kosullar olarak bahsedilen [53] kosullardan uzak bir

sekilde saklanmis oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Bu calisma kapsaminda fenol-kloroform yontemi ile izolasyonu gergeklestirilen
orneklerden yalnizca A amplikonundan verimli bir sonug elde edilmistir (Sekil 4.1,
Sekil 4.2, Sekil 4.3). 162 bg olarak belirlenen ve calismamizda kullanilan en kisa
amplikon olan A’nin, daha uzun diger amplikonlara kiyasla daha basarili sonug¢ vermesi
beklenmektedir, bu baglamda elde ettigimiz sonuglar literatiir ile uyumluluk
gostermektedir. Dis Orneklerinde bulunan az miktardaki DNA disiiniildiigiinde A
amplikonunda, tim dis 6rneklerinde femur ve talus Orneklerine kiyasla daha yogun
bantlar elde edilmesi beklenmedik bir sonu¢ olsa da dis dokusundan elde edilen
DNA’larin diger kemik orneklerine gore daha kaliteli oldugu diisiniillmektedir. Bu
sebeple kisa amplikon boyutlarinda iyi bir sonug elde edilmesi yine de sasirtict degildir.
Femur, talus ve dis orneklerinin biiyiik cogunlugunun diger primer c¢iftleri ile basarisiz
amplifikasyonu, fenol-kloroform yontemi ile elde edilen DNA fragmanlarinin 172 ve

218 bg uzunluklarindan daha kisa oldugunu diisiindiirmektedir.

Silika membran temelli izolasyon yontemi ile gergeklestirilen izolasyonlarda femur ve
talus orneklerinde A, B (1003 numarali 6rnek hari¢) ve C amplikonlarinda tiim 6rnekler
basarili amplifikasyon gostermistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil
4.16, Sekil 4.17). Tiim amplikonlarin PZR sonuglari agaroz jel tizerinde kiyaslandiginda
en net ve yogun bantlar B amplikonunda elde edilmistir. Kullanilan primerlerin kalitesi,
hassaslig1 ve ozgiilliigli PZR deneyindeki amplifikasyon basarist i¢in kritik bir 6neme
sahiptir. Bu nedenle farkli primer ¢iftlerinin uzunluktan bagimsiz olarak antik DNA
tizerinde farkli amplifikasyon basarisi gosterebilecegi diistiniilebilir. Boylelikle femur
ve talus Orneklerinde tiim amplikon boyutlarindan bagarili sonu¢ alian silika temelli
izolasyon yontemi i¢in mMitS5D-F ve mitl6560-R primerlerinin (B amplikonu) diger
primerlere kiyasla daha basarili bir amplifikasyon gosterdigi soylenebilir. Femur ve
talus ornekleri arasindan yalnizca 1003 numarali 6rnekte B amplifikasyonunun basarisiz
olmast bu ornekte amplifikasyonu gerceklestirilmek istenen bdlge ilizerinde 218 bg
kadar bir uzunlukta amplifiye edilebilir DNA fragmani bulunmamasindan kaynaklanmis
olabilir. Aym1 zamanda tasarlanan her primer ¢ifti mitokondriyal DNA’nin farkli

bolgelerini amplifiye ettigi igin DNA’nin bu 6rnek iizerinde eslesecegi yerlerde hasara
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ugramast Ve bu nedenle jelde goriintiilenebilir bir amplifikasyon sonucu gézlenmemis

olmasi muhtemeldir.

Silika membran yontemi ile izolasyonu gerceklestirilen dis ornekleri A ve C
amplikonlarinda basarili amplifikasyon gosterirken (Sekil 4.12, Sekil 4.18) B
amplikonunda sonu¢ vermemistir (Sekil 4.15). Amplikonlarin PZR reaksiyonu sonucu
agaroz jel goriintiileri kiyaslandiginda 162 bg¢ uzunlugundaki A amplikonu 177 bg’lik C
amplikonuna kiyasla daha net bantlar vermistir. Bu baglamda en uzun amplikon olan B
amplikonundan sonug alinamamasi ve en kisa amplikon olan A’dan daha net sonuglar

elde edilmesi antik DNA literatiirii ile tutarhdir.

Antik DNA’da uygulanacak izolasyon yontemi segilirken, arkeolojik 6rneklerde bolca
bulunan PZR inhibitorlerinden kurtulmak ve az miktardaki DNA’y1 elde edebilmek ¢ok
onemlidir. Inhibitdrlerin temizlenmesi ve basarili DNA eldesi icin DNA’ nin silikaya
baglanmas1 ve uygun bir eliisyon tamponu ile eldesinin olduk¢a verimli bir yontem
oldugu diisiiniilmektedir. Bu yaklasim fenol-kloroform izolasyonlarinda olusabilecek
DNA kaybimi en aza indirmesinden dolay1 elde edilen DNA’nin miktar ve kalitesi
bakimindan da daha basarili goriilmistiir [15, 89, 96]. Rohland ve arkadaslarinin yaptigi
bir calismada silika temelli izolasyon yontemleri, fenol-kloroform yontemi ve ¢esitli
kitlerle yapilan antik DNA izolasyonlar1 verim acisindan karsilastirilmis ve silika
temelli izolasyon yoOntemleri en verimli yontem olarak bulunmustur. Ayni zamanda
fenol-kloroform izolasyonlarinda, kullanilan kitlerin bir kismina gére daha iyi sonuglar

elde edilmistir [96].

Yapilan tez deneylerinde fenol-kloroform ve silika membran izolasyon metotlar1 6rnek
tirii 6zelinde karsilagtirildiginda femur ve talus ornekleri silika membran izolasyon
yontemi ile hem daha yogun hem de daha uzun amplikon boyutlarinda elde
edilebilmistir. Dis orneklerinde ise fenol-kloroform yonteminde en kisa amplikon
boyutunda yogun bantlar elde edilmis ve silika membran yonteminde ise daha az yogun
ancak daha uzun amplikon boyutlarinda sonu¢ alinmistir. Tim bunlar géz Oniine
alindiginda izolasyon yontemlerindeki verimin Ornek baglaminda degisebilecegi de
diisiintilerek tez c¢alismasindan elde edilen veriler tutarli bulunmustur. Calisilacak

ornegin tiiriine gore degisiklikler olabilmekle birlikte hem amplifiye edilebilir DNA
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boyutlar1 hem de izolasyon ve PZR uygulamalari diistiniildiigiinde silika membran
izolasyonu daha yiiksek verimde ¢aligmistir. Antik 6rneklerde silika ve fenol-kloroform
izolasyonlarinin femur kemikleri lizerinden karsilastirildigi benzer bir tez ¢calismasinda
silika izolasyonundan sonug¢ alinamamis ve fenol-kloroform izolasyon yontemi daha
basarili bulunmustur [101]. Ancak izolasyon yonteminin basarisizligi 6rneklerin icerdigi
DNA’dan bagimsiz olarak arastirmacinin tecriibesizligi, yontemin hassaslig1 ve protokol
basamaklarinin dogru izlenmemesinden kaynaklanabilir. Tez kapsaminda yiiriitiilen
deneylerde antik orneklerde silika partikiil temelli izolasyon yontemi denenmis ancak
yontemden tekrar edilebilir sekilde basarili sonu¢ alinamamistir. Bu nedenle silika
membran temelli izolasyon yontemine geg¢ilmis ve kit yardimi ile yapilan izolasyonlar
basarili sonu¢ vermistir. Fenol-kloroform izolasyonu i¢in 2 gecelik dekalsifikasyon ve
3. kusak PZR uygulamasi gerekirken silika membran izolasyonunda dogrudan kemikten
DNA elde edilebilmis ve 2. kusakta sonug¢ alinmustir. {s giicii ve ¢alisma basamaklarmin
kisalmasina ek olarak kontaminasyon riskini azaltmasi nedeniyle bu ¢alismada silika

membran izolasyonu daha verimli ve basarili bir yontem olarak bulunmustur.
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