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Antik DNA (aDNA); ileri derecede hasara uğramıĢ, müze örneklerinden veya 

kazılardan elde edilen diĢ ve kemik gibi materyallerdeki DNA olarak tanımlanmaktadır. 

Antik DNA çalıĢmaları ile nesli tükenen canlıların genetik dizilerinin okunması, 

akrabalık iliĢkilerinin aydınlatılması, insan popülasyonlarının evrimsel kökeninin ortaya 

konması ve eski zamana ait patojenlerin dizilerinin eldesi mümkün olmuĢtur. PZR 

teknolojisinin geliĢmesiyle birlikte antik DNA çalıĢmaları ilerlemiĢ ancak bu 

teknolojinin hassaslığı ve kontaminasyona karĢı açık olması alanda yaĢanan sorunların 

da Ģekillenmesine yol açmıĢtır. Antik DNA’nın uğramıĢ olduğu hasar, kemik ve diĢ gibi 

materyallerden DNA eldesini zorlaĢtırmakta ve elde edilebilir DNA’nın uzunluğunu 

büyük ölçüde kısıtlamaktadır. Antik DNA’ya dair yapılan çalıĢmalar çok çeĢitli olmakla 
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birlikte ilk çıkıĢından bu yana DNA’nın izolasyonu ve PZR baĢarısının iyileĢtirilmesi 

alan içerisinde önemli bir konu olmuĢtur. Antik DNA örneklerinin dizilerinin okunması 

ve diğer moleküler tayinler için örnekten baĢarılı bir Ģekilde DNA izolasyonunun 

gerçekleĢtirilmesi gerekmektedir. Bunun için antik DNA’da sıklıkla kullanılan iki 

yöntem fenol-kloroform ve silika membran izolasyon yöntemleridir.  

 

Yapılan tez çalıĢmasıyla silika membran ve fenol-kloroform izolasyon metotlarının 

verimlilik ve amplifiye edilebilir DNA uzunlukları açısından karĢılaĢtırılması 

hedeflenmiĢtir. Mitokondriyal DNA’nın amplifikasyonu için 162 bç, 177 bç ve 218 bç 

boyutlarında ürün veren 3 farklı primer çifti kullanılmıĢtır. Bu bağlamda yapılan 

çalıĢmalarda 5 adet femur, 5 adet talus ve 5 adet diĢ örneği kullanılarak silika membran 

ve fenol-kloroform izolasyonları gerçekleĢtirilmiĢ olup bu metotların farklı örnek 

türlerindeki baĢarısı da karĢılaĢtırılmıĢtır. Örnekler Karia Bölgesinde bulunan 

Stratonikeia Antik Kenti kazılarından elde edilmiĢtir.  

 

Yapılan deneyler sonucunda femur ve talus örneklerinin fenol-kloroform 

izolasyonlarında yalnızca en kısa amplikonda (162 bç) baĢarılı sonuç alınmıĢtır. Aynı 

örneklerin silika membran izolasyonları ise her üç amplikonda da baĢarılı sonuç 

vermiĢtir. Böylelikle femur ve talus örnekleri için silika membran izolasyon yönteminin 

hem verim hem de amplifiye edilebilir uzunluk açısından fenol-kloroform 

izolasyonundan daha baĢarılı olduğu gösterilmiĢtir. DiĢ örneklerinde ise fenol-

kloroform yönteminde en kısa amplikon boyutunda yoğun bantlar elde edilmiĢ, silika 

membran yönteminde ise az yoğun ancak daha uzun amplikon (177bç) boyutlarında 

sonuç alınmıĢtır. Aynı zamanda silika membran izolasyonunda fenol-kloroform 

metodunun aksine dekalsifikasyona gerek olmadığı ve PZR’nin 2. kuĢakta sonuç verdiği 

görülmüĢtür. Kullanılan yöntem örnek özelinde değiĢiklik gösterebilmekle birlikte silika 

membran izolasyonu fenol-kloroform izolasyonuna kıyasla daha baĢarılı bulunmuĢtur. 

 

 

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

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 
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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. GĠRĠġ 

 

Antik DNA eski diĢ, kemik gibi çeĢitli biyolojik materyallerden elde edilen DNA olarak 

tanımlanmaktadır. Antik DNA çalıĢmaları gömülerdeki örüntülerin anlaĢılmasını ve 

cinsiyetler arası ölüm oranlarının tespitiyle farklı cinsiyetlerdeki hastalık Ģemasının 

çıkartılmasını mümkün kılmıĢ, avlanma ve beslenme düzenlerinin, sosyal yapı, göç ve 

evlilik kalıplarının anlaĢılmasını sağlamıĢtır. Aynı zamanda çevresel krizlerin geçmiĢ 

zamandaki ekosistem üzerine etkilerinin görülmesi, nesli tükenen canlıların genetik 

dizilerinin okunması ve insan popülasyonlarının evrimsel kökeninin aydınlatılması 

mümkün olmuĢtur [1]. 

 

1984’te Higuchi ve meslektaĢlarının nesli tükenmiĢ bir quaqqa’dan DNA izolasyonu 

gerçekleĢtirmesi ile antik DNA alanı doğmuĢtur [2]. Bu ilk adımın atılmasıyla birlikte 

müze örneklerinden ve mumyalaĢmıĢ dokulardan da çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢ ve 

antik DNA alanı, yapılan çalıĢmalar ve sağladığı verilerle birlikte büyümeye 

baĢlamıĢtır. Yine de o dönemdeki moleküler tekniklerin ve teknolojinin yetersizliği 

çalıĢmaların ilerlemesini yavaĢlatmıĢtır. Ancak polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR) 

bulunmasıyla birlikte araĢtırmacılar hızlı ve etkili bir Ģekilde DNA üzerinde belirli 

bölgeleri çoğaltabilmeye baĢlamıĢlardır. Yeni metotların geliĢmesi ve antik DNA’da 

yapılan çalıĢmaların artmasıyla birlikte DNA eldesinin yalnızca müze örnekleri veya 

mumyalaĢmıĢ dokular gibi korunaklı örneklerden değil arkeolojik kazılardan elde edilen 

iskelet parçalarından da elde edilebildiği görülmüĢtür. 

 

PZR; etkili, hızlı ancak kontaminasyona karĢı hassas bir yöntemdir ve belirli bir gen 

bölgesinin üstel olarak çoğaltılması ilkesine dayanır. Bu uygulama her ne kadar antik 

DNA alanındaki çalıĢmaları hızlandırmıĢ ve çeĢitlendirmiĢ olsa da alana özgü 

problemleri de beraberinde getirmiĢtir. Antik DNA alanında karĢılaĢılan baĢlıca 3 

problem vardır, bunlar; DNA degradasyonu, kontaminasyon ve PZR inhibitörleridir [3]. 
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DNA’da gerçekleĢen post mortem hasar DNA degradasyonunun en büyük sebebidir. 

Canlı bir organizmada DNA üzerinde farklı etkenlerden kaynaklanan çeĢitli hasarlar 

meydana gelir ancak DNA tamir mekanizmaları tarafından bu hasarlar onarılır. 

Organizmanın ölümüyle birlikte tamir mekanizmaları artık çalıĢmaz ancak yıkıcı 

süreçler devam eder. Bağlardaki hidroliz, depürinasyon, deaminasyon gibi süreçler 

DNA’nın önemli ölçüde hasar almasını sağlar. Aynı zamanda ortamdaki nükleaz 

aktivitesi DNA’nın parçalanmasında önemli bir rol oynar. Nükleazların kaynağı 

canlının kendisi olabileceği gibi ortamdaki mikroorganizmalar da olabilir [4]. DNA’nın 

uğradığı bu degradasyon süreçleri örnekte az miktarda bulunan ve hasara uğramıĢ 

DNA’nın eldesini ve verimli bir Ģekilde PZR ile amplifiye edilmesini zorlaĢtırır. PZR 

uygulamasının hassaslığı, antik DNA çalıĢmalarını kontaminasyona açık hale getirir. 

Antik DNA’nın herhangi bir sebeple modern DNA ile kontamine olması koĢulunda, 

PZR’de modern DNA antik DNA’yı alt eder. Aynı zamanda antik DNA çalıĢmaları 

sıklıkla gömülerden alınan örneklerle yapıldığından PZR inhibitörleri araĢtırmacılar için 

önemli bir problem teĢkil etmektedir.  PZR inhibitörleri toprağın içerisinde veya 

kemiğin kendisinde bulunan maddelerden kaynaklanabilir. Ġnhibitörler Taq polimerazın 

aktivitesini doğrudan veya dolaylı yoldan inhibe ederek etki edebilirler. Tüm bu 

etkenlerin antik DNA üzerinde birlikte etki göstermesi, antik DNA çalıĢmalarını zor ve 

hassas kılmakla birlikte elde edilebilir DNA’nın kalitesini ve uzunluğunu büyük ölçüde 

kısıtlamaktadır [5]. 

 

Antik DNA’da yapılacak ileri analizlerden verimli sonuçlar alınabilmesi için DNA’nın 

örnekten baĢarılı bir Ģekilde elde edilmesi gerekmektedir. Antik DNA çalıĢmalarında 

sıklıkla karĢımıza çıkan ve baĢarılı olduğu gösterilmiĢ fenol-kloroform ve silika 

membran izolasyon yöntemlerinin verimi ve PZR baĢarısı tez çalıĢması kapsamında 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Antik DNA’nın yaĢı, saklanma koĢulları ve diğer çevresel 

koĢullardan kaynaklı olarak ileri derecede bozunmaya uğrayabileceği bilinmektedir. Bu 

durum DNA’nın çeĢitli uzunluklarda parçalanması ve elde edilebilir DNA’nın 

kısalmasıyla sonuçlanır.   

 

Tez kapsamında çalıĢılan örneklerin mitokondriyal DNA’sı farklı amplikon boyutlarına 

sahip 3 farklı primer çifti ile amplifiye edilmiĢ ve elde edilebilir DNA uzunlukları 
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karĢılaĢtırılmıĢtır. Yapılan deneyler sonucunda hem elde edilebilir DNA uzunlukları 

hem de izolasyon verimi kıyaslandığında silika membran izolasyon metodunun genel 

anlamda fenol-kloroform izolasyon metoduna göre daha verimli olduğu bulunmuĢtur. 
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“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 BĠLGĠLER  

 

2.1. Deoksiribonükleik Asidin (DNA) Yapısı 

DNA, negatif yüke sahip bir polinükleotitdir ve genellikle çift sarmal yapıda bulunur. 

Hidrojen bağları ile birbirine bağlı ve zıt yönlerde uzanan iki iplikten oluĢur ve her iplik 

fosfodiester bağlarıyla birbirine bağlanmıĢ olan deoksiriboz Ģeker moleküllerinden 

oluĢan bir omurga yapısına sahiptir. Doğal koĢullarda DNA hidratlı bir 

makromoleküldür [6].  

 

DNA molekülü; azotlu bir baz, bir pentoz Ģeker ve en az bir fosfat grubundan oluĢan ve 

nükleotitler olarak isimlendirilen alt birimlerden oluĢmaktadır. RNA’dakinden farklı 

olarak DNA’nın barındırdığı Ģeker 2’-deoksiribozdur ve 2’ karbonuna bağlı herhangi bir 

hidroksil grubuna sahip değildir. DNA içerisindeki Ģeker ve fosfat grubu daimi olarak 

mevcut olduğundan, nükleotit ayrımı, içerdikleri farklı azotlu bazlar sayesinde yapılır. 

Bir nükleotit temelde 4 azotlu baz içerebilir, bunlardan ikisi pirimidin ve ikisi pürindir. 

DNA’da bulunan pürinler Adenin (A) ve Guanin (G), pirimidinler ise Timin (T) ve 

Sitozin (C)’dir. Pürin veya pirimidin ayırt edilmeksizin nükleotitlerin hepsi DNA’nın iki 

ayrı ipliğini birbirine bağlayan zayıf etkileĢimli hidrojen bağının oluĢması için gerekli 

olan nitrojen atomunu içerirler. Ökaryotik bir DNA molekülündeki her bir zincirin 

birbirinden ayrı uçlarında hidroksil grubuna bağlı olmayan serbest bir fosfat grubu 

vardır ve bu durum DNA’nın 5’ ucundan 3’ ucuna okunmasını sağlar [7].  

 

Nükleotitler birbirleriyle hidrojen bağları aracılığıyla bağlanırlar. A ile T arasında 2, G 

ile C arasında ise 3 hidrojen bağı kurulur. DNA yapısı içerisindeki Ģeker molekülleri, 
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dıĢarıda kalacak Ģekilde bulunur ve bu durum bazların birbirleriyle hidrojen bağı 

kurmasını ve Ģeker-fosfat omurgasını oluĢturmasını mümkün kılar [7] . 

 

 

ġekil 2.1. Bazlar arasında kurulan hidrojen bağları ([8] numaralı kaynaktan 

değiĢtirilerek alınmıĢtır). 

 

Ġki zincir arasında bu Ģekilde kurulan hidrojen bağları, kovalent bağlara kıyasla zayıf 

etkileĢimler oldukları için DNA geri dönüĢtürülebilir bir Ģekilde ayrılabilir. Bu vesileyle 

DNA replikasyonu, RNA transkripsiyonu ya da DNA’nın moleküler metotlardaki 

kullanılabilirliği mümkün olur. Bazlar arasındaki bağlar tersinir olarak kırıldıktan sonra 

DNA’nın iki ipliği birbirinden ayrılır. Bu ayrılmayı gerektiren hücresel veya deneysel 

süreç tamamlandıktan sonra iplikler kolaylıkla yeniden bağlanabilirler. Deneysel 

süreçler içerisinde bu bağlar DNA’nın ısıtılması ve soğutulması ile indüklenir [7]. 

 

2.2. Antik DNA  

Antik DNA (aDNA); eski diĢ, kemik, müze örnekleri, balık pulları ve doğal olarak 

mumyalanmıĢ dokular gibi çeĢitli biyolojik materyallerden elde edilen DNA olarak 



 

 6 

tanımlanır [9]. Antik DNA bu Ģekilde tanımlanıyor olsa da örneklerin bulunduğu 

elveriĢsiz koĢullar, elde edilecek DNA’nın yüksek oranda hasar görmüĢ olması ve 

deneysel zorluğu bakımından adli çalıĢmalar ile paralellik göstermektedir. Bu nedenle 

antik DNA alanındaki çalıĢmalarda bozunmaya uğramıĢ bu örneklerdeki DNA’nın 

eldesi için geliĢtirilen protokollerin adli çalıĢmalara da katkı sağladığı düĢünülmektedir 

[10]. 

 

Antik DNA, ilk olarak Higuchi ve arkadaĢlarının 1984 yılında yaptığı bir çalıĢma ile 

ortaya çıkmıĢtır. Bu çalıĢmada soyu tükenmiĢ canlıların kalıntılarından DNA’nın elde 

edilebilirliği sorgulanmıĢ ve 1880’lerde nesli tükenmiĢ bir zebra türü olduğu düĢünülen 

quaqqa’nın müze örneklerinden DNA eldesi baĢarı ile gerçekleĢtirilmiĢ olup 

mitokondriyal genomunun bir bölümü dizilenmiĢtir [2, 11]. Bu çalıĢma bir müze 

örneğinden filogenetik açıdan bilgi edinilen ilk çalıĢma olmuĢtur ve quaqqa’nın 

filogenetik sınıflandırmasını mümkün kılmıĢtır [12].  

 

Müze örneklerinden ve bir mumyadan DNA elde edilmesinin ardından antik DNA 

çalıĢmalarında yaĢanan temel sorunlar ortaya çıkmaya baĢlamıĢtır [2, 13]. Bu 

çalıĢmalarla birlikte örneklerdeki elde edilebilir DNA’nın bir kısmının mikrobiyal veya 

fungal kökenli olduğu, endojen DNA’nın da çoğunlukla kısa, hasar görmüĢ fragmentler 

Ģeklinde ve mitokondriyal DNA (mtDNA) gibi çoklu kopyalar halinde bulunan DNA ile 

sınırlı olduğu görülmüĢtür. Bu çalıĢmalar aynı zamanda kullanılan yöntemlerin 

yetersizliğine de dikkat çekmiĢtir [14]. Böylelikle antik DNA’nın ileri boyutta hasar 

görmüĢ olduğu ve sadece korunaklı örneklerden sınırlı bir dizi bilgisinin elde 

edilebileceği kanısı yaygınlaĢmıĢtır [15]. 

 

Kullanılan yöntemler ve DNA’nın bulunduğu elveriĢsiz koĢullar, çalıĢmaların 

doğruluğunu kesin bir Ģekilde gösterilebilmesi için tekrarlanabilirliğini de sınırlamıĢtır 

[4]. Bu durum polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknolojisinin geliĢmesiyle birlikte 

yön değiĢtirmiĢtir. PZR’nin bulunmasıyla birlikte araĢtırmacılar antik örneklerden izole 

edilen DNA’ları hızlı ve kolay bir Ģekilde amplifiye edip analiz etme fırsatı 

bulmuĢlardır ve böylelikle antik DNA çalıĢmaları geçmiĢe birer pencere açmaya 

baĢlamıĢtır [16, 17].  
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PZR; DNA molekülü içerisindeki spesifik bir segmentin milyarlarca kopyasının 

oluĢturulmasına olanak sağlayan bir tekniktir ve DNA’nın üstel olarak çoğaltılmasına 

(amplifikasyonu) dayanır. DNA’nın bu Ģekilde çoğaltılması fikri aslında ilk olarak 

1974’te kimyasal gen sentezine alternatif bir fikir olarak yapılan bir çalıĢmada DNA’nın 

in vitro koĢullarda çoğaltılmasıyla ortaya çıkmıĢtır [18, 19]. Ardından PZR olarak 

isimlendirilen bu teknik 1980’lerin ortasında Mullis ve arkadaĢları tarafından orak hücre 

anemisinin teĢhisi amacıyla geliĢtirilmiĢtir ve bundan yaklaĢık on yıl sonra Nobel 

ödülüne layık görülmüĢlerdir [16]. PZR teknolojisi genlerin klonlanması, hastalıkların 

teĢhisi, filogenetik çalıĢmalar, doğum öncesi anomalilerin tespiti gibi birçok alanda 

etkili olmuĢ ve insan genom projesi gibi önemli bir çalıĢmayı mümkün kılmıĢtır [18, 

20].  

 

Antik DNA alanında korunaklı bir biçimde saklanmıĢ örneklerden çeĢitli çalıĢmalar 

yürütülmeye devam edilmiĢtir. Bu çalıĢmalardan birinde 25-30 milyon yaĢında olduğu 

düĢünülen ve bir kehribar içine gömülü halde bulunan bir termitin mitokondriyal ve 

nükleer DNA dizisi okunmuĢtur [21]. Yeni metotların geliĢmesi ve yapılan çalıĢmalarla 

birlikte antik örneklerden DNA eldesinin yalnızca korunaklı koĢullarda saklanmıĢ 

örneklerden değil farklı koĢullarda bulunan kemik ve diĢ gibi nispeten korunaklı çeĢitli 

doku tiplerinden de elde edilebileceği görülmüĢtür. DNA’nın elde edilebileceği 

örneklerin bu Ģekilde çeĢitlenmesi, örneklerin arkeolojik ve paleontolojik 

yaygınlığından kaynaklanan önemli bir atılımdır [13, 15, 22-26]. Antik DNA’nın elde 

edilebildiği örnek grubu yalnızca bunlarla da sınırlı kalmamıĢtır. Paabo ve arkadaĢları 

7000 yıllık bir insan beyninden mitokondriyal DNA izole etmeyi baĢarmıĢ ve 

dizilemiĢlerdir. Her ne kadar beyin dokusunda oluĢabilecek lezyonlar ve parçalanmalar, 

DNA’yı yaklaĢık 100 baz çifti (bç) gibi kısa segmentlere ayırabiliyor olsa da bu 

çalıĢmada özellikle PZR aĢamasında yapılan optimizasyonlar ile bireye ait soyun 

kökenleri aydınlatılabilmiĢtir [27]. Yine de kazılardan elde edilen örneklere göre, müze 

örnekleri gibi uygun koĢullarda saklanmıĢ antik örneklerden DNA eldesi ve elde 

edilebilen DNA’nın uzunluk ve kalitesi daha baĢarılı olmuĢtur [28]. 

 

YaklaĢık son 200 yıldır, müzelerde saklanan bitki ve hayvan örneklerinden elde edilen 

DNA’lar ile yapılan çalıĢmalardaki teknikler neredeyse rutin hale gelmiĢtir. Ancak 

paleontolojik ve arkeolojik örnekler için aynısı söylenemez. Bu örnek grubunda 
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DNA’nın elde edilebilirliği büyük bir problem olmakla birlikte dokuda analiz edilebilir 

DNA’nın kalmamıĢ olma ihtimalinin de göz önünde bulundurulması gerekir [28]. 

Örneğin, kazı alanlarından elde edilen ve çalıĢmalarda sıklıkla kullanılan kemik; 

içerisindeki moleküler hasarın yanı sıra mikroorganizmalar tarafından da yıkıma 

uğratılmaktadır ve bu durum elde edilen DNA’nın kalitesini ve uzunluğunu yüksek 

ölçüde etkilemektedir [29]. Her örneğin bulunduğu sıcaklık, iklim gibi ortam koĢulları 

ve aldığı hasar değiĢkenlik gösterebileceğinden, uygulanan teknikler rutin olmaktan çok 

uzaktır. Bununla birlikte örnekte yeterli ya da uygun özellikte DNA bulunmaması 

ihtimali ve çağdaĢ DNA’nın çalıĢma ortamının içinde ve dıĢında bulunuyor olması 

kontaminasyona karĢı ciddi önlemler alınmasını ve örneklere titizlikle yaklaĢılmasını 

gerektirir [28]. 

 

Antik DNA çalıĢmaları, PZR’nin keĢfiyle birlikte hız kazandıkça, alanda yaĢanacak 

temel problemlerin de Ģekillenmesine yol açmıĢtır [30]. Kontaminasyon, örneklerin 

alındıkları ortamdan ya da izolasyon metotlarından kaynaklanan PZR inhibitörleri, 

DNA’nın degradasyonu gibi sorunlar antik DNA çalıĢması yürüten araĢtırmacıları 

zorlamaya baĢlamıĢtır [31].  

 

Eski insan DNA’sı üzerine yapılan çalıĢmalar, kendi türümüzün evrimine dair merak 

edilen soruları cevaplama potansiyelinden ötürü ilgi gören bir alan olmuĢtur. Ancak bu 

çalıĢmalar yürütülürken modern DNA kontaminasyonu çalıĢmanın doğruluğuna yönelik 

bir risk oluĢturmaktadır ve bu nedenle zaman zaman Ģüpheci yaklaĢımlara maruz 

kalmıĢtır. Öte yandan PZR ve dizileme teknolojilerinin zamanla daha çok geliĢmesi ve 

alana hâkimiyetin artmasıyla birlikte standartlar iyileĢtirilmiĢ ve eski insan 

kalıntılarından yapılan çalıĢmalara duyulan güven yeniden artarak çalıĢmaların 

ilerlemesine sebep olmuĢtur [14, 32]. 

 

Eski hayvan ve insan örneklerinde, DNA analizleri için genellikle mitokondriyal DNA 

tercih edilmektedir. Bunun baĢlıca sebebi hücrelerde çoklu kopya olarak bulunmaları 

nedeniyle DNA elde etme olasılığının daha yüksek olmasıdır. Aynı sebeplerden ötürü 

eski bitki örneklerinde yapılan çalıĢmalarda da çoğunlukla kloroplast tercih 

edilmektedir. Yine de yakın akraba türler üzerinden yürütülen çalıĢmalarda 
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mitokondriyal DNA’dan edinilen bilginin tüm genomun zaman içerisindeki değiĢimini 

yansıtamayabileceğinin göz önünde bulundurulması gerekir [28]. 

 

Antik DNA çalıĢmaları gömülerdeki örüntülerin anlaĢılmasını ve cinsiyetler arası ölüm 

oranlarının tespitiyle farklı cinsiyetlerdeki hastalık Ģemasının çıkartılmasını mümkün 

kılmıĢ, avlanma ve beslenme düzenlerinin, sosyal yapı, göç ve evlilik kalıplarının 

anlaĢılmasını sağlamıĢtır. Aynı zamanda çevresel krizlerin geçmiĢ zamandaki ekosistem 

üzerine etkilerinin görülmesine, nesli tükenen canlıların genetik dizilerinin okunmasına 

ve insan popülasyonlarının evrimsel kökeninin aydınlatılmasına olanak sağlayabilir 

[33]. DNA dizileme teknolojisinin geliĢmesiyle birlikte canlı organizmaların DNA 

dizilerinin karĢılaĢtırılması yapılmıĢ ve bu yönde ilerleyen evrimsel çalıĢmalar da 

yaygınlaĢmıĢtır. Ancak modern DNA dizilerinin bize verdiği sonuçlar tarihsel süreçlerin 

DNA üzerindeki etkisinin yalnızca dolaylı kanıtlarını sunmaktadır. Michael Hofreiter 

moleküler evrimdeki bu durumdan zamanda kapana kısılmıĢ (time-trapped) olarak 

bahsetmiĢtir. Antik DNA analizlerinden elde edilen bulgular, moleküler evrimi yalnızca 

dolaylı sonuçlar elde edilen bu kapandan çıkarmıĢ ve geçmiĢe dair doğrudan sonuçlar 

elde edilmesine olanak sunmuĢtur [28]. 

 

Pääbo antik DNA alanında yaptığı çalıĢmalarla, Neanderthal’in (Homo 

neanderthalensis) genom dizisini okumayı baĢarmıĢ ve daha önceleri bilinmeyen bir 

hominin olan Denisova’nın keĢfini yapmıĢtır. Aynı zamanda eski insanlar arasındaki 

gen akıĢına ıĢık tutmuĢ ve bu gen akıĢının günümüz insanı üzerine olan etkisine dair 

fikirler sunmuĢtur [34-36]. Tüm bu baĢarılarından ötürü "soyu tükenmiĢ homininlerin 

genomları ve insan evrimi ile ilgili keĢifleri nedeniyle" 2022 Nobel Fizyoloji veya Tıp 

Ödülü'ne layık görülmüĢtür. (The Nobel Prize, 

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2022/press-release/, EriĢim Tarihi: 

03.12.2022) 

 

Antik kemik örnekleri aynı zamanda patojenlerin ve kronik hastalıkların geçmiĢ 

zamanda yaĢayan halklar üzerindeki etkisinin de ortaya konulmasına yardımcı 

olabilmektedir. Çoğu patojen hızlı bir Ģekilde ölüme sebebiyet verebilir ve böylelikle 

kazılardan elde edilen sınırlı iskelet parçalarının aslında sağlıklı bir bireye aitmiĢ gibi 

görünmesine neden olabilir. Aynı zamanda birçok hastalık etkeni birlikte çalıĢabilir 
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veya birinin varlığı diğerini tetiklemiĢ olabilir. Bu gibi durumların doğru bir Ģekilde 

aydınlatılabilmesi için antik DNA analizleri kullanılabilir [37]. Antik DNA alanının 

ortaya çıkıĢından kısa bir süre sonra antik hastalıklar üzerine yapılan ilk çalıĢmalar 

özellikle Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium leprae üzerine odaklanmıĢtır 

[38-40]. Ġlk çalıĢmalardan bu zamana kadar geçen sürede teknolojinin de etkisiyle 

yapılan çalıĢmalar detaylandırılmıĢ ve daha kapsamlı hale getirilerek M. leprae’nın 

evriminin ve çevresel uyumunun verimli bir Ģekilde araĢtırılmasına olanak sunmuĢtur 

[41]. 

 

Hastalıkların geçmiĢ zamanda yaĢayan halklar üzerine etkisinin incelendiği konulardan 

biri ise 6. yüzyılda baĢladığı düĢünülen ve etkeni Yersinia pestis olan vebadır. Yıllar 

içerisinde çeĢitli salgınlara sebep olan Y. pestis’in neden olduğu belgelenmiĢ ilk salgın 

Justinianus Vebası’dır. Ġlk olarak Roma imparatorluğunda görünmüĢ ve 541’den 750’ye 

kadar devam etmiĢtir. Yapılan paleogenomik çalıĢmalar hastalık etkeni olarak Y.pestis’i 

iĢaret etmiĢ ancak pandemi süresince bu salgının yayılması, bakterinin çeĢitliliği ve 

genetik geçmiĢi hakkında yeterli bilgi bulunamamıĢtır [42, 43]. Bu durumun 

aydınlatılması antik DNA ile mümkün olmuĢtur. Vebadan öldüğü düĢünülen kiĢilerin 

gömü örneklerinden yapılan analizlerde örneklerin bulunduğu bölgedeki veba salgınları 

doğrulanmıĢ ve Y. pestis’in genomu geçmiĢe yönelik olarak aydınlatılmaya baĢlanmıĢtır 

[43, 44]. 

 

Antik DNA aracılığıyla hastalıkların incelenmesi, patojen ve konakçının evrimsel 

açıdan bilgisini gerektirir. Bu nedenle popülasyon genetiği, evrimsel biyoloji, 

hesaplamalı biyoloji, insan genetiği ve patojen genetiği alanlarında bilgi sahibi olmayı 

gerektirmektedir. Aynı zamanda bu örneklerin evrimsel olarak incelemeleri yapılırken, 

antik örneklerdeki dizilerin karĢılaĢtırılması için modern verilere ihtiyaç duyulur ve 

böylece elde edilen veriler antropoloji ve evrimsel tıp alanına da katkı sağlayabilir [37]. 

Antik DNA çalıĢmaları bunlarla sınırlı kalmayıp epigenetik alanında da ilerleme 

kaydetmiĢtir.  

 

Epigenetik, eski insanların bazı fenotipik özelliklerinin yeniden yapılandırılmasını ve 

bireyleri etkileyen çevresel koĢulların aydınlatılmasını sağlayabilir [45]. Epigenetik 

değiĢikliklerin gen ifadesi üzerindeki etkisi DNA’daki biyokimyasal modifikasyonlar 
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ile sonuçlanabilmektedir. Doğal seleksiyon ile epigenetiğin potansiyel iliĢkisinin test 

edilmesi, epigenetik mekanizmaların evrimsel zaman ölçekleri üzerinden izlenmesini 

gerektirebilir [46]. Yakın zamana kadar antik DNA’dan edinilen bilgiler ile genlerin 

transkripsiyonel aktivitesi hakkında bilgi edinmenin mümkün olmayacağı 

düĢünülmekteydi. Ancak genom analizlerindeki metodolojik yaklaĢımların 

geliĢtirilmesi, epigenetik mekanizmaların araĢtırılmasında farklı imkânlar sunmuĢtur. 

Yapılan çalıĢmalarla birlikte antik DNA’nın epigenetik mekanizmalar üzerine bilgi 

sağlayabileceği görülmüĢtür ve epigenetiğin evrimdeki rolünün aydınlatılmasında antik 

DNA güçlü bir araç olarak kullanılabilir [46, 47]. Günümüz insanı ve eski insanın nöral 

aktivitelerindeki asıl farklılıkların epigenetik düzeyde gerçekleĢtiği ve böylelikle bu 

duruma iliĢkin evrimsel değiĢiklikleri tanımlamanın mümkün olacağı düĢünülmektedir. 

Zhenilo, 2016 yılında yayınladığı makalesinde bu duruma iliĢkin görüĢlerini ‘’Ġyi 

korunmuĢ bir insan beyni fosili bulacak kadar Ģanslıysak bu, antik DNA ve insan evrimi 

çalıĢmaları için bir atılım olacaktır’’ Ģeklinde dile getirmiĢtir [47]. Tüm bunlar göz 

önüne alındığında antik DNA’nın multidisipliner bir alan olduğunu söylemek 

mümkündür.  

 

Antik DNA çalıĢması yapılacak örneklerin, kazı alanından çıkarılması ve analizlerinin 

yapılacağı laboratuvara nakli sırasında pek çok sorunla karĢılaĢılmaktadır. Bu sorunlar 

genel baĢlıklar altında DNA hasarı, kontaminasyon, PZR inhibitörleri olarak 

sıralanabilir [3]. 
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Çizelge 2.1. DNA üzerindeki farklı hasar tipleri ([4] numaralı kaynaktan uyarlanmıĢtır). 

Hasar çeĢidi Süreç DNA üzerindeki etkisi 

Zincir kırılmaları Mikroorganizma kaynaklı bozunma 

Post mortem hücredeki nükleazlar 

Diğer kimyasal süreçler 

DNA miktarında azalma 

DNA uzunluğunda azalma 

Oksidatif 

lezyonlar 

Bazlarda hasar 

Deoksiriboz kalıntılarında hasar 

Baz parçalanması 

ġeker parçalanması 

Nükleotit modifikasyonları 

DNA çapraz 

bağları 

DNA’nın kendisiyle veya diğer moleküller 

ile reaksiyonu 

Örneğin Maillard ürünlerinin 

oluĢması 

Hidrolitik 

lezyonlar 

Amino gruplarının kaybı 

1. Adenin ⇒ Hipoksantin  

2. Sitozin ⇒ Urasil  

3. 5-metilositozin ⇒ Timin  

4. Guanin ⇒ Ksantin 

Dizinin değiĢmesi 

 

 

2.2.1. Enzimatik Bozunma 

Bir hücrenin ölümü lipazlar, nükleazlar gibi farklı enzim sınıflarının aktive olması ile 

iliĢkilendirilir. Özellikle endojen endonükleazlar ölüm sonrasında DNA’nın parçalanma 

sürecinin baĢlatılmasında kritik bir rol oynar [6, 28]. DNA, nükleozoma bağlı histon 

yapısının bozulmadan kalması koĢuluyla ardı ardına parçalanma süreçlerine girer. 

Kromatin proteinleri, lizozomal proteazlar tarafından sindirilir ve bu durum DNA’nın 

rastgele bir Ģekilde endonükleazlar tarafından parçalanmasına sebep olur [6].  

 

DNA, aynı zamanda mikroorganizmaların ve bulunduğu çevredeki hayvanların 

salgıladığı ekzojen nükleazlar tarafından da bir bozunmaya uğrar. Organizmanın 

ölümüyle birlikte normal koĢullarda hücrenin katabolik enzimlerini tutan bölmeler 

parçalanır ve bu enzimler ortama salınarak çevredeki mikroorganizmaların 

beslenmesine yol açabilir. Çevredeki mikroorganizmaların büyümesiyle birlikte de 
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makromoleküllerin bozunma süreci hızlanır veya artar [4, 6]. Toprakta bulunan 

mikroorganizmaların %70’inden fazlası nükleaz enzimlerine sahiptir ve çevrelerinde 

bulunan DNA’nın degradasyonuna yol açar [48]. Ancak, enzimatik ve/veya 

mikroorganizma kaynaklı bozunmadan kaçınmanın yolları vardır. Nadiren olsa da eğer 

bir doku, ölümden sonra hızlı bir Ģekilde kurutulursa veya DNA bir mineral matrikse 

adsorbe edilirse bu tip bozunmalardan kaçılabilir [4]. Nükleazların yanı sıra DNA, 

oksidasyon ve hidroliz süreçlerinin etkisiyle yavaĢ ve kendiliğinden bir bozunmaya da 

uğrar. Enzimatik reaksiyonları, çok daha yavaĢ ancak kalıcı bir etki bırakan ve spontan 

bir Ģekilde geliĢen enzimatik olmayan bu reaksiyonlar izler [6]. 

 

2.2.2. Oksidasyon temelli bozunma 

Aerobik metabolizmaya sahip hücrelerde meydana gelen katabolik reaksiyonlar 

sonucunda oksijen radikalleri oluĢur. Bu radikaller DNA’da pürin ve/veya 

pirimidinlerin Ģeker kalıntılarının, çapraz bağların çeĢitli modifikasyonlarına sebep 

olarak hasarlara yol açabilirler. DNA’nın parçalanmasına sebep olan bu oksidatif stresin 

kaynağı ölüm sırasında canlının kendisi olabileceği gibi ölüm sonrasında 

mikroorganizmalar tarafından ortama verilen radikaller de olabilir. DNA’nın 

oksidasyonuna en sık guanin kalıntılarında rastlanır. Guanin oksitlenerek 8-

hidroksiguanine veya 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidine dönüĢür [49]. 

Oksidasyon yolu ile oluĢan benzer metabolitler, yapılan moleküler tayinlerde kullanılan 

enzimleri bloke edebilir ve amplifikasyonun durmasına yol açabilirler. Bu tip 

dönüĢümler canlı organizmada tamir mekanizmaları ile onarılır ancak canlının ölümüyle 

birlikte böyle bir onarım mümkün olmaz [4, 30, 49]. 

 

2.2.3. Hidrolitik bozunma 

Deaminasyon ve depürinasyonun da içinde bulunduğu hidrolitik süreçler DNA’nın 

stabil yapısının bozulmasına ve molekül içerisinde kırılmalara neden olur [28]. 

DNA’nın fragmentlere ayrılmasına sebep olan bu bozunmalardan en yaygın ve 

araĢtırmacıları en çok zorlayan tiplerinden biri DNA’nın hidrolitik depürinasyonu ile 

baĢlayan ve DNA omurgasının β-eliminasyonu ile devam eden bir süreçtir. DNA 

molekülünde ortaya çıkan hidroliz reaksiyonu bazlar arasındaki bağın 

dengesizleĢmesine neden olur ve böylece çeĢitli bölgelerde tek zincir kırıkları meydana 
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gelir. Bu durum antik DNA örneklerinden yapılacak analizlerin verimini oldukça 

düĢürmektedir [11, 30, 49]. 

 

Bir diğer yaygın hidrolitik bozunma ise sitozinlerin urasillere dönüĢtüğü sitozin 

deaminasyonudur. Bu iĢlemin sonunda DNA kısa ve küçük parçalara bölünmüĢ olur. Bu 

süreç, moleküler analizler esnasında yanlıĢ baz eĢleĢmelerine sebep olur ve DNA dizisi 

okunurken C bazlarının T Ģeklinde ve G bazlarının A Ģeklinde okunmasına yol açarak 

dizisinin doğru okunmasını engeller [11, 49, 50]. 

 

 

 

ġekil 2.2. DNA’nın muhtemel hasar noktaları. BaĢlıca hasar bölgeleri (deaminasyon) 

kırmızı, hidrolitik hasara duyarlı bölgeler yeĢil, oksidatif hasara duyarlı bölgeler ise 

mavi ok ile gösterilmiĢtir. G, guanin; C, sitozin; T, timin; A, adenin ([28] numaralı 

kaynaktan TürkçeleĢtirilerek alınmıĢtır). 
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ġekil 2.3. Sitozin, Adenin, Guanin ve 5-Metilsitozin bazlarının deaminasyon reaksiyonu 

 

2.2.4. Radyasyon 

DNA’nın bulunduğu ortamdaki arka plan radyasyonunun etkisi DNA üzerine doğrudan 

veya dolaylı olarak iĢleyebilir ve bu durum DNA’nın azot bazlarını ve Ģeker fosfat 

omurgasını değiĢtirerek DNA’ya zarar verir [28].  Gömü örneklerindeki radyasyonun 

sebebi toprakta bulunan potasyum (K) ve uranyum (U) iyonları olabilir. Aynı zamanda 

radyasyon, radikallerin oluĢumuna sebep vererek DNA’da dolaylı yoldan bir hasara 

neden olabilmektedir [51]. 

 

2.2.5. DNA’nın Bulunduğu ortamın diğer fiziksel ve kimyasal özellikleri 

DNA’nın aldığı hasar bulunduğu ortam ile doğrudan iliĢkilidir. Yapılan çalıĢmalar 

DNA’nın bozunması üzerinde ortam koĢullarının etkisinin zamana bağlı etkilerden daha 

yüksek olduğunu göstermiĢtir. Ortamın nemi, tuz oranı, sıcaklığı ve pH değeri gibi 
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özellikleri DNA’nın ne kadar korunacağını veya ne kadar bozulacağını belirler. Nemin 

varlığı, organik maddelerin dokuya nüfuz etmesini sağlar ve PZR’nin çalıĢma verimini 

dolaylı yoldan etkileyebilir. Ortamın düĢük ve sabit bir sıcaklıkta olması, nötr veya hafif 

alkali bir pH değerine sahip olması, aynı zamanda nemsiz olması DNA’nın izole 

edileceği dokuyu ve DNA molekülünün korunmasını destekler [9, 52, 53]. 

 

Sıcaklığın yüksek olduğu koĢullarda DNA’nın daha çok zarar gördüğü, sıcaklığın düĢük 

olduğu koĢullarda daha korunaklı kaldığı görülmüĢtür. Yine de örneğin bulunduğu 

ortamdaki sıcaklık değiĢimleri DNA’daki kimyasal bağların kopmasına sebep 

olabilmektedir. Sıcaklığın düĢük olduğu ortamlarda nem ve mikrobiyal etki yüksek olsa 

dahi, sıcaklığın yüksek olduğu ancak diğer zararlı etkenlerin düĢük olduğu ortama göre 

DNA kaybı daha az olmaktadır [52, 53]. Ortamdaki düĢük sıcaklık ölümden hemen 

sonra oluĢan hasarı kısmi bir Ģekilde azaltarak nükleaz aktivitesini yavaĢlatabilir veya 

engelleyebilir.  

 

Sıcaklık kadar nem de DNA üzerinde büyük bir etkiye sahiptir. Ortamdaki yüksek 

nemin varlığı DNA molekülünde hidrolitik ve oksidatif hasarlara yol açabilir. Yapılan 

çalıĢmalar eski örneklerin barındırdığı DNA molekülünün karanlık, nemsiz ve soğuk 

ortamlarda daha iyi korunduğunu göstermiĢtir [49, 52]. 
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Çizelge 2.2. DNA’nın korunumunu sağlayan faktörler ([53] numaralı kaynaktan 

uyarlanmıĢtır). 

Etken Sebep 

Mikroorganizmaların yokluğu  Mikroorganizmalar ve metabolitleri DNA'ya yüksek 

oranda hasar verir. 

UV (ultraviyole) ıĢınları ve 

radyoizotopların yokluğu 

UV ıĢınları dokunun yüzeyini etkiler. 

Kuruluk Kuru koĢullar altında hidrolitik ve oksidatif hasar 

azalır. 

Sert ve kuru dokular 

 

Sert ve kuru dokular fiziksel ve kimyasal 

reaksiyonları önler. Kemik ve diĢ doku, organik 

kalıntıları kimyasal reaktanlara ve mikrobiyal 

istilaya karĢı korur.  

DüĢük sıcaklık 

 

DüĢük sıcaklık birçok kimyasal reaksiyonu 

yavaĢlatır ve mikroorganizma istilasını azaltır. 

Nötr veya hafif alkali pH değeri 

  

Azalan ortam pH'sı ile sadece DNA'nın kendisi 

değil bulunduğu doku (kemik, diĢler) da hasar 

görür. 

ġelatlayıcı hümik ve fulvik asitlerin 

varlığı  

Fenolik jeopolimerler aerobik aktiviteyi önler. 

DüĢük sıcaklıkta depolama  Örnekler, düĢük sıcaklıklarda muhafaza edilmelidir. 

Daha uzun süreler için dondurucuda saklanması 

önerilir. 

 

 

Bir DNA’nın sağlam kalması ve belirli bir zaman içerisinde aldığı hasarla ilgili çeĢitli 

fikirler ortaya atılmıĢ olup DNA’ya dair çizilen bu zaman sınırlaması, yapılan 

çalıĢmalarla değiĢmiĢ ve geniĢletilmiĢtir [54, 55]. Dizilemesi yapılan en eski 

örneklerden biri yaklaĢık bir milyon yıl öncesine ait bir mamuttan elde edilmiĢtir [56].  

 

Yukarıda baĢlıklar halinde verilen sebeplerin antik DNA üzerinde birlikte veya ayrı ayrı 

etki etmesi, elde edilebilen DNA uzunluklarını büyük ölçüde kısıtlamaktadır [30].  

Antik DNA’nın maruz kaldığı hasar modern DNA’ya göre elde edilmesini ve 

dolayısıyla analizini daha zor kılar. DNA’nın degradasyonu antik DNA’yı 

kontaminasyona karĢı hassas kılarken, elde edilecek DNA’nın uzunluğunu da önemli 

ölçüde etkiler [9]. Bunun yanı sıra DNA’nın miktar, kalite ve elde edilebilir uzunluğu 
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çevresel koĢullara da bağlı olduğundan bu konuda genel bir sonuca varmak mümkün 

değildir. Farklı koĢullara maruz kalmıĢ örnekler ile yapılan bir çalıĢmada, sadece en iyi 

gömü koĢullarına sahip örneklerde 200 bç’nden daha uzun bölgelerin çoğaltılabildiği 

gösterilmiĢtir [53]. Tüm bu nedenlerden ötürü antik DNA çalıĢmalarında genel kabul 

gören bir rutin yoktur ve çalıĢmanın tüm basamakları DNA’nın elde edileceği örneğin 

durumuna göre düzenlenmelidir. 

 

2.3. Antik DNA’da Kontaminasyon 

PZR teknolojisi kontaminasyona karĢı son derece hassastır ve bu nedenle örnek 

içerisindeki düĢük miktarlardaki modern DNA kontaminasyonu bile yanlıĢ sonuçlara 

sebebiyet verebilir [7]. Antik DNA çalıĢmalarında, “Kontaminasyon’’ terimi, çalıĢma 

sırasında eldesi istenmeyen DNA’ları tanımlamak için kullanılır. Antik DNA 

çalıĢmalarında kontaminasyonun en önemli sebeplerinden biri mikrobiyal DNA’dır. 

Örnek üzerinde çok miktarda bulunabilir ve böylelikle eldesi hedeflenen endojen 

DNA’nın yüzdesini azaltır. Ayrıca yeni dizileme teknolojilerinde sonuçların hızlı ve 

doğru tayini için büyük bir problem teĢkil etmektedir  [32]. Yapılan bir çalıĢmada 80 

milyon yıllık kemik parçalarından mitokondriyal sitokrom b’yi kodlayan genin bir 

kısmının dizilendiği gösterilmiĢ ve DNA parçalarının milyonlarca yıl hayatta kaldığı 

söylenmiĢtir [57] ancak sonraki yıllarda bu çalıĢmanın bakteriyel bir kontaminasyon 

sebebiyle yanlıĢ sonuç verdiği belirtilmiĢtir [58]. 

 

Bir diğer büyük kontaminasyon sebebi ise modern insan DNA’sıdır ve örneğin 

çıkarılmasından analizine kadar giden tüm süreçlerde örneğin yüksek oranlarda bu 

kontaminant DNA’ya maruz kalması muhtemeldir [32]. Kontaminant DNA molekülleri 

arkeologlar veya müze görevlileri tarafından yapılan iĢlemler sırasında dökülen deri 

hücreleri olabileceği gibi moleküler testler yapılırken, ortamdaki toz parçacıkları veya 

deneylerin gerçekleĢtirileceği laboratuvarda daha önceden yapılmıĢ deneylerden elde 

edilen düĢük miktardaki DNA’lar da olabilir. Bu ihtimallerin meydana gelmediği 

durumlarda, iĢlemler sırasında tüm önlemler alınsa bile kontaminasyon örneğin 

kendisinden kaynaklanabilmektedir [28, 59, 60]. Örneğin yapılan bir çalıĢmada bir 

dinozorun antik kalıntılarından DNA izolasyonunun baĢarıyla gerçekleĢtirildiği 

gösterilmiĢ [57], ancak bu çalıĢmayı takip eden yılda analiz edilen DNA’nın bir insan 

mitokondri DNA’sı olduğu ve çalıĢmada önemli bir kontaminasyon yaĢandığı fark 
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edilmiĢtir [61]. Bunun gibi hatalı sonuçların saygın dergilerde yayınlanmıĢ olması 

alandaki çalıĢmalara olan güveni sarsmıĢtır [30]. Literatürde kontaminasyon kaynaklı 

yanlıĢ sonuçların çıktığı veya çıkan sonuçların sorgulandığı birçok çalıĢma bulmak 

mümkündür [57, 61-64]. Alec Jeffreys, Paabo’nun 1984 yılında yayınlanan quaqqa 

makalesinin hemen ardından yazdığı bir makalesinde korunmuĢ mamut dokusundan 

DNA elde etmeye çalıĢtığını ancak elde ettiği DNA’ların büyük oranda kazı sonrası 

gerçekleĢen mikrobiyal kontaminasyondan kaynaklandığını belirtmiĢtir. DNA’ların çok 

küçük bir kısmında fil-benzeri dizilere rastlamıĢ ancak bu dizilerin de post mortem 

DNA hasarından kaynaklı olarak bozunmaya uğradığını belirtmiĢtir [65]. 

 

Kontaminasyon riskinin önemi anlaĢıldıkça laboratuvar ortamında bu riski en aza 

indirmek için çeĢitli önlemler alınmaya baĢlanmıĢtır [32]. 1990’ların sonunda Pääbo ve 

meslektaĢlarının Neanderthal DNA dizilemesi üzerine yaptıkları bir çalıĢmada modern 

DNA’dan kontaminasyonunun önüne geçmek için, yapılan çalıĢmalar kısım kısım 

bölünüp iki farklı laboratuvarda gerçekleĢtirilmiĢtir [66]. Yine de asıl risk, örnekler 

laboratuvar ortamına gelmeden maruz kaldıkları kontaminasyondur [32]. Yapılan 

çalıĢmalar diĢ ve kemik örneklerinin, kontaminasyon etkeni DNA’nın derin 

penetrasyonunu destekleyen gözenekli yapılarından ötürü kontaminasyona daha açık 

olduğunu göstermiĢtir [67]. Örneklerin kontaminasyona açık doğaları göz önünde 

bulundurularak kazı çalıĢmalarında uygulanan teknikler ve alınan önlemlerin 

geliĢtirilmesi gerektiği düĢünülmektedir [32]. 

 

Antik DNA çalıĢmalarında karĢılaĢılan problemler çoğu zaman birbirleriyle iliĢkilidir. 

Örnekten veya ortamdan kaynaklanan kontaminasyon, PZR gibi deneysel süreçlerde 

tolere edilemez. Çünkü antik DNA uzun süreler boyunca farklı etmenlerden 

kaynaklanan degradasyona ve miktar kaybına uğramıĢtır böylece ortamdaki ekzojen 

modern DNA, endojen DNA’yı alt eder [68]. Bu nedenle modern DNA analizi yapan 

araĢtırmacılar için kontaminasyon, antik DNA araĢtırmacıları için olduğu kadar büyük 

bir problem teĢkil etmez. Çünkü hedef DNA’ları kontaminasyon kaynaklı DNA’dan 

daha fazladır ve tolere edilebilir [69]. 
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2.4. Antik DNA’da PZR inhibitörleri 

PZR enzimatik ve hassas bir reaksiyondur ve bu nedenle de inhibitörlere oldukça 

duyarlıdır. Bu durum PZR uygulamasının en önemli dezavantajlarından biridir. PZR 

inhibitörlerinin sık rastlandığı örnekler kan, doku ve toprak olarak sıralanmıĢtır [70]. 

Antik DNA’da sıklıkla eski gömülerden elde edilen kemik örnekleri üzerinde 

çalıĢıldığından, PZR inhibitörleri araĢtırmacılar için önemli ve üstesinden gelinmesi 

gereken bir problem teĢkil eder [33].   

 

PZR inhibitörlerinin, sürecin farklı aĢamalarında farklı etki mekanizmaları ile müdahale 

edebildiği üç potansiyel etki mekanizması Ģöyledir; (i) inhibitörün polimeraza 

bağlanması ile doğrudan inhibisyon, (ii) inhibitörün DNA ile etkileĢime girmesi ve (iii) 

primer uzaması sırasında polimeraz ile etkileĢimi [5, 71]. DNA polimerazın aktivitesini 

etkileyen birçok PZR inhibitörü vardır. Reaksiyon içeriğinde bulunabilecek proteazlar 

veya deterjanlar bu enzimi degrade edebilir. Üre ve fenol gibi kimyasallar DNA 

polimerazı degradasyona uğratırken kalsiyum (Ca
+2

), kollajen, hematin gibi kimyasallar 

ise polimeraz aktivitesini inhibe etme kapasitesine sahiptir. Ġnhibitörler dolaylı 

yollardan da polimeraz aktivitesine etki edebilirler. Örneğin polimerazın kofaktörleri ile 

etkileĢime giren inhibitör maddeler ortamdaki kofaktör deriĢimini azaltarak polimeraz 

aktivitesini sınırlar [5]. Mesela kalsiyumun, polimerazın kofaktörü olan magnezyum 

(Mg
+2

) ile rekabete girerek etki ettiği bilinmektedir [71]. PZR inhibitörleri DNA’nın 

izole edildiği örnekten veya izolasyon sırasında uygulanan yöntemin içeriğindeki 

malzemelerden kaynaklanabilir [70]. PZR’nin kısmen veya tamamen inhibisyona 

uğraması, yapılan çalıĢmanın hassasiyetini etkiler ve yanlıĢ sonuçlar elde edilmesine 

sebep olabilir [5]. 

 

PZR inhibitörleri organik, inorganik, katı veya sıvı formdaki maddeler olabilir. Bilinen 

inhibitörlerin birçoğu protein ve proteaz özellikteki organik bileĢiklerdir. Yaygın olarak 

karĢılaĢılan inhibitör maddeler hümik asitler, tanenler ve fulvik asitler olabilir ve bu 

maddeler toprağın doğal kompozisyonu içerisinde bulunurlar. Bu bileĢenler esasen 

ortamdaki bitkilerin bozunması ile meydana gelir ve PZR içerisinde Taq DNA 

polimerazın aktivitesini inhibe edebilir [69]. Özellikle hümik asidin örnekteki varlığı, 

ortamdaki nem ile pozitif korelasyon gösterir [53]. Bir diğer güçlü inhibitör ise bağ 

doku ve kemikte bulunan kollajendir ve antik DNA çalıĢmalarında sıklıkla kullanılan 
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örnek grubu olan kemik doku içerisinde bulunur [71, 72]. DNA izolasyon 

protokollerinde sıklıkla karĢımıza çıkan fenol, kloroform, etanol, sodyum klorür (NaCl), 

sodyum dodesil sülfat (SDS) gibi birçok kimyasal da ayrıca PZR inhibitörlerine 

örnektir. Fenol, kloroform ve SDS Taq DNA polimerazın degradasyonu ve 

denatürasyonuna sebep olarak reaksiyonu inhibe etme kapasitesine sahiptirler [5, 73, 

74].  

 

Ġnhibitörlerin tek iplikli ya da çift iplikli DNA’ya bağlanması izolasyon aĢamasında 

DNA ile birlikte elde edilmesine sebep olabilir ve PZR uygulamasını etkiler [70]. 

Dolayısıyla hem örneğin alındığı ortamdan kaynaklanan hem de örneğin kendisinden 

kaynaklanan inhibitör maddeler deney tüpünün içerisine girmiĢ olur. Ġnhibitör bileĢiğin 

ne olduğu kadar konsantrasyonu da PZR inhibisyonuna etkisinde önemlidir [5]. Tüm bu 

sebeplerden ötürü yapılacak antik DNA çalıĢmalarında DNA’nın yüksek miktarda elde 

edilmesinin yanı sıra inhibitörlerin ve olası kontaminantların temizliği de çok önemlidir 

ve inhibitörler özelinde optimizasyon uygulanırken, parametreler inhibitörün çeĢidine 

ve etki mekanizmasına göre değiĢiklik gösterebilir [71]. 
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3. DENEYSEL ÇALIġMALAR 

 

Tez çalıĢması kapsamında kullanılan farklı antik DNA izolasyon yöntemlerinin DNA 

kazanım oranları ve PZR inhibitörlerini elimine etme baĢarılarının karĢılaĢtırılması ve 

antik DNA çalıĢmaları için kullanılabilirliğinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Ayrıca 

incelenecek olan kemik ve diĢ örneklerinden elde edilecek olan antik DNA verimlerinin 

ve mitokondri D-loop bölgesinin farklı uzunluktaki primerlerle amplifiye edilerek 

izolasyon verimlerinin farklı amplifikasyon boyutları da göz önünde bulundurularak 

karĢılaĢtırılması hedeflenmiĢtir. 

 

ÇalıĢmada kullanılan örnekler Karia Bölgesi’nde yer alan Stratonikeia Antik Kenti’ne 

ait kazılardan elde edilmiĢtir. Karia Bölgesi günümüzde Aydın ve Muğla Ġlleri’nin 

büyük bir kısmını ve Denizli Ġli’nin batı uç kısmını kaplayan bir bölgedir. Stratonikeia 

kentinin kalıntıları Muğla’nın, Yatağan Ġlçesi’nin 7 km batısında bulunan Eskihisar 

Köyü’nde bulunmaktadır. Stratonikeia kent merkezinde bu zamana kadar yapılan 

kazılarda, Bronz Çağı’ndan itibaren buluntu ele geçmiĢtir (T.C. Muğla Valiliği, 

http://www.mugla.gov.tr/stratonikeia-antik-kenti, EriĢim Tarihi: 13.01.2022). 

 

 

ġekil 3.1. Stratonikeia Antik Kenti’nin havadan fotoğrafı, iĢaretli yer kazının yapıldığı 

alanı göstermektedir ([75] numaralı kaynaktan alınmıĢtır). 

http://www.mugla.gov.tr/stratonikeia-antik-kenti
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ÇalıĢma kapsamında kullanılan örnekler 5 adet femur kemiği, 5 adet talus kemiği ve 5 

adet diĢ olarak seçilmiĢtir. Kemik ve diĢin sert ve dayanıklı yapıları nedeniyle DNA’yı 

dıĢ etkenlerden zarar görmeden uzun yıllar boyu bozulmadan korunmasını sağladıkları 

bilindiği için bu örnek grubu tercih edilmiĢtir. Ġskeletin farklı bölümlerinden alınan 

örnekler arasındaki DNA korunumunun ve elde edilebilir DNA’nın veriminin de 

kıyaslanması amaçlanmıĢtır.  

 

Bu doğrultuda yapılan deneysel çalıĢmaların her aĢaması antik DNA çalıĢmalarına göre 

optimize edilmiĢ olup alana özgü problemler en aza indirgenmeye çalıĢılmıĢtır. 

Pulverizasyon, DNA izolasyonu ve PZR deneylerinin her biri farklı laboratuvarlarda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Tez çalıĢmasında yürütülen deneysel çalıĢmalar için izlenen yol sırasıyla aĢağıdaki 

gibidir; 

- Kemik ve diĢ örneklerinin dekontaminasyonu 

- Kemik ve diĢ örneklerinin gravür cihazı yardımıyla temizlenmesi, toz hale 

getirilmesi 

- Örneklerden fenol kloroform ve silika membran izolasyon yöntemleri ile DNA 

izolasyonu gerçekleĢtirilmesi 

- DNA kantitasyonu 

- Mitokondri D-loop bölgesinden seçilen 3 farklı primer ile PZR reaksiyonunun 

gerçekleĢtirilmesi 

- Agaroz jel elektroforezi 

- Seçilen örneklerin DNA dizileme yapılarak doğrulanması 

 

3.1. Dekontaminasyon Uygulamaları 

Bu çalıĢma kapsamında kullanılan femur ve talus kemik örnekleri, bütün haldeki iskelet 

kemiklerinden küçük parçalar halinde çıkartılmıĢ Ģekilde bulunmaktadır, diĢ örnekleri 

ise çeneden ayrılmıĢ haliyle bulunmaktadır.  
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ġekil 3.2. Dekontaminasyon öncesi kemik ve diĢ örnekleri (A: talus, B: diĢ, C: femur) 

 

Femur, talus ve diĢ örnekleri öncelikle 10 dk UV’ye maruz bırakılmıĢtır. Bu aĢamada 

UV kabin içerisinde her örneğin konulacağı yer önceden iĢaretlenmiĢ olup sonraki 

aĢamalarda olası bir örnekler arası kontaminasyon riski azaltılmıĢtır. Bu aĢamadan sonra 

diĢ örnekleri tozlaĢtırma aĢamasına hazır hale gelmiĢ olup femur ve talus kemik 

örnekleri ile dekontaminasyon iĢlemlerine devam edilmiĢtir. Femur ve talus 

örneklerinin zımpara ile dıĢ etkenlere maruz kalan yüzey kısmı temizlenmiĢ ve Dremel 

marka gravür cihazı (Dremel® 3000) yardımı ile süngerimsi tabakasından 

arındırılmıĢtır. Sonrasında örnekler yeniden 10 dk UV’ ye maruz bırakılmıĢtır. 

Örneklerin temizlenme aĢamasında her örnek sonrasında tek kullanımlık ekipmanlar 

atılmıĢ ve yerine yenisi kullanılmıĢ olup diğer ekipmanlar ise çamaĢır suyu ile 

temizlenmiĢ ve ardından UV’ye maruz bırakılarak sterilize edilmiĢtir. 

 

3.2. Örneklerin TozlaĢtırılması (Pulverizasyon) 

Femur ve talus örneklerinin tozlaĢtırılması için dekontaminasyonu tamamlanan örnekler 

önceden steril edilmiĢ bakır havan içerisine alınarak dövülmüĢ ve toz haline 

getirilmiĢtir. Ardından steril tüplere yerleĢtirilerek -20°C’de saklanmıĢtır. Bütün haldeki 

diĢ örneklerinde ise dentin ve pulpa kısımları Dremel marka gravür cihazı yardımı ile 
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delinmiĢ ve içerisinden çıkan toz steril ependorf tüplerde birleĢtirilerek -20°C’de 

saklanmıĢtır. 

 

3.3. DNA Ġzolasyonu 

3.3.1. Fenol-Kloroform Ġzolasyonu 

Antik DNA çalıĢmalarında sıklıkla kullanılan ve organik yöntem olarak da 

isimlendirilen bu izolasyon yönteminde ilk aĢama örnekteki proteinlerin ve kompleks 

lipidlerin parçalanmasını hedefleyen lizis aĢamasıdır. Sonraki aĢamalarda nükleik 

asitleri diğer moleküllerden ayırmak için fenol-kloroform karıĢımı eklenerek sulu (üst) 

ve organik (alt) fazlara ayrım yapılır. Faz ayrımının gerçekleĢmesiyle birlikte nükleik 

asitler sulu fazdan izole edilebilir. Protokoller içerisindeki yıkama basamakları 

çalıĢmaya göre değiĢkenlik gösterebilir.  

 

Fenol-kloroform izolasyonunda lizis aĢamasına geçilmeden önce örnekler kalsiyum ve 

diğer minerallerden arındırılmak için demineralizasyon (dekalsifikasyon) aĢamasına tabi 

tutulurlar. Femur ve talus örneklerinin demineralizasyonu için çok aĢamalı EDTA 

inkübasyonu uygulanmıĢtır.  

- 50 mg kemik tozu tartılır ve 1,5 ml’lik ependorf tüpe alınır.  

- Örnek üzerine 500 µl 0,5 M EDTA (Sigma) (pH: 8,0) eklenir ve rotatorda gece 

boyu inkübasyona bırakılır. 

- Sonraki gün rotatordan alınarak 3 dk 6000 rpm’de santrifüj edilir ve süpernatant 

yeni tüpe alınır. Kalan pelet üzerine 500 µl 0,5 M EDTA eklenir ve yeniden rotatorda 

gece boyu inkübasyona bırakılır. 

- Ġnkübasyon sonrasında 3 dk 6000 rpm’de santrifüj edilir ve alınan süpernatant 

önceki günden elde edilen süpernatant ile birleĢtirilerek izolasyona hazır hale getirilir. 

 

DiĢ örneklerinin demineralizasyonu için, içerdikleri az miktardaki DNA göz önünde 

bulundurularak diğer kemik örneklerinden farklı bir demineralizasyon süreci 

izlenmiĢtir. Femur ve talus örneklerinin aksine diĢ örneklerinde pelet kullanılmıĢtır 

çünkü EDTA inkübasyonu aĢamasının süresi DNA’nın süpernatanta geçebileceği kadar 

uzun tutulmamıĢtır. 
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- Toz haldeki diĢ örnekleri steril 1,5 ml’lik ependorf tüplere alınır ve çıkan tozun 

miktarına göre (~ 200 µl) 0,5 M EDTA çözeltisi eklenir. 

- Soğuk oda içerisindeki rotatorda 10 dk inkübasyona bırakılır. 

- Ġnkübasyon sonrasında 3 dk 6000 rpm’de santrifüj edilir ve süpernatant atılır. 

- EDTA’dan temizlenmek için iki kez steril distile su ile yıkanır. 

- Son aĢamada örnek üzerine 15 µl steril distile su eklenerek izolasyona hazır hale 

getirilir. 

 

Ġzolasyon için uygulanan protokol, laboratuvarımızda rutin olarak kullanılan Fenol-

kloroform izolasyon yönteminin, antik DNA çalıĢması için modifiye edilmiĢ Ģeklidir. 

Fenol-kloroform izolasyonu için NaCl (Amresco), SDS (Sigma), Trizma Base (Sigma), 

Proteinaz K (Sigma), Fenol (Carlo Erba), Kloroform (Carlo Erba) ve Etanol (Emsure) 

kullanılmıĢtır. Uygulanan protokol sırasıyla aĢağıdaki gibidir: 

- Demineralizasyonu gerçekleĢtirilen örneklerden 250 µl alınarak 1,5 ml’lik 

ependorf tüp içerisine aktarılır.  

- Her örnek üzerine üzerine 250 µl lizis tamponu eklenir. 

Lizis Tamponunun Ġçeriği:  

1M NaCl: 90 µl 

%10 SDS: 80 µl 

1X Tris-EDTA (TE) ( 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH: 7,6): 70 µl 

Proteinaz K çözeltisi (20 mg/ml): 10 µl 

- Alt üst edilerek lizis tamponunun örnek ile karıĢması sağlanır ve 37°C’ de gece 

boyu lizise bırakılır. 

- Lizat üzerine 500 µl fenol: kloroform (1:1) eklenir. 

- 2500 rpm’de 4 dakika santrifüj edilerek faz ayrımı sağlanır. 

- Süpernatant yeni bir tüpe alınarak üzerine 1,5 ml’ye kadar %100 etanol eklenir. 

- Presipitasyonun fazlalaĢması için 20 dakika boyunca -20°C’de inkübe edilir. 

- 13000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilir ve üst faz uzaklaĢtırılır. 
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- Pelet üzerine, örneği 1,5 ml’ye tamamlayacak Ģekilde %70 etanol eklenir.  

- 13000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilerek süpernatant uzaklaĢtırılır.  

- DNA’nın görülemeyecek kadar az olması nedeniyle etanol tüp içerisinden 

tamamen buharlaĢana kadar beklenir. 

- DNA, 50-100 µl steril distile su eklenerek çözdürülür. 

 

3.3.2. Silika Membran Ġzolasyonu 

Silika membran temelli izolasyon yöntemi Quick-gDNA
TM

 Miniprep kit (Zymo 

Reserch) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Kullanılan kit katı dokudan DNA 

izolasyonuna izin verdiği için antik kemik ve diĢ örneklerine dekalsifikasyon iĢlemi 

uygulanmamıĢ, direkt olarak pulverizasyonu yapılan örnekler ile izolasyon 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Antik örneklerin bulundurduğu düĢük miktardaki DNA göz önünde 

bulundurularak kit protokolünde önerilenden daha fazla miktarda kemik tozu 

kullanılmıĢtır. 

 

Uygulanan kit protokolü aĢağıdaki gibidir: 

- 50 mg kemik tozu (diĢ örneklerinden ise az miktarda çıkan tozun tamamı) 

üzerine 500 µl genomik lizis solüsyonu (içerisine %0,5 (v/v) 2-merkaptoetanol (Bio-

Rad) eklenmiĢ) eklenir. 

- Örnekler yaklaĢık 4-6 saniye vortekslenir ve 5-10 dakika boyunca oda 

sıcaklığında bekletilir. 

- 10000 g’de santrifüj iĢlemi gerçekleĢtirilir ve süpernatant, toplama tüpleri 

içerisindeki Zymo-Spin
TM

 kolona transfer edilir. 

- Örnekler 10000 g’de 1 dakika santrifüj edilir ve spin kolon yeni toplama tüpüne 

yerleĢtirilir. 

- Spin kolonlar üzerine 200 µl DNA ön yıkama solüsyonu eklenerek 10000 g’de 1 

dakika santrifüj edilir. 

- Spin kolon üzerine 500 µl g-DNA yıkama solüsyonu eklenir ve yeniden 10000 

g’de 1 dakika santrifüj edilir. 
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- Spin kolon, mikrosantrifüj tüpüne alınarak kolonun tam üzerine gelecek Ģekilde 

70 µl DNA elüsyon solüsyonu eklenir ve 2-5 dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe 

edilir.  

- Ġnkübasyonu tamamlanan örnekler en yüksek hızda 30 saniye boyunca santrifüj 

edilir ve mikrosantrifüj tüpü içerisindeki kolon atılarak örnekler -20°C’ de saklanır 

 

3.4. Spektrofotometrik Ölçüm 

Ġzolasyonu gerçekleĢtirilen örneklerin Q5000 UV-Vis Spectrophotometer (Quawell) 

cihazı ile DNA konsantrasyonları ölçülmüĢtür. Örneklerin ölçüm sonuçları, sonuçlar 

bölümünde tablo Ģeklinde sunulmuĢtur (Çizelge 4.1 ve Çizelge 4.2).  

 

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Rutin olarak kullanılan PZR’yi baĢarılı kılan en önemli etmenlerden biri, doğal ortamı 

kaplıcalar olan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen bir termostabil DNA 

polimerazdır. Kısaca Taq DNA polimeraz olarak isimlendirilen bu polimeraz PZR 

uygulaması için gereken yüksek ısıtma ve soğutma döngülerine dayanıklıdır ve böylece 

DNA’nın bu teknik ile hasarsız bir Ģekilde çoğaltılabilmesini mümkün kılar. 

 

PZR’nin gerçekleĢebilmesi için 4 temel bileĢen gereklidir; bir DNA kalıbı, DNA 

polimeraz, serbest nükleotitler ve primerler. Kullanılacak DNA polimeraz termostabil 

yapıda olmalı ve sıcaklık değiĢimlerinde bozunmadan kalabilmelidir. Serbest 

nükleotitler ise PZR içerisinde DNA’nın oluĢturulabilmesi için yapı taĢı olarak 

kullanılırlar. Seçilen primerler çoğaltılacak bölgenin uzunluğunu ve yerini tanımlar, bu 

sebeple çoğaltılması istenilen gen dizisine özgül olmalılardır.  

 

PZR farklı sıcaklık ve sürelerde gerçekleĢen 3 ardıĢık adımın tekrarlanmasından oluĢur. 

Bu iĢlem bir termal döngü cihazı içerisinde gerçekleĢtirilir. Denatürasyon olarak 

isimlendirilen PZR’nin ilk adımında çift iplikli DNA 95°C'ye ısıtılarak iplikleri 

birbirine bağlayan hidrojen bağlarının ayrılması sağlanır. Primer yapıĢması olan ikinci 

adımda ise sıcaklık, primerlerin DNA’ya bağlanmasına olanak sağlayacak ve her 

primere özgü farklılık gösteren bir dereceye düĢürülür. Zincir uzamasının gerçekleĢtiği 
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üçüncü adımda ise sıcaklık, Taq DNA polimerazın optimum aktivite gösterdiği derece 

olan 72°C'ye yükseltilir. Primerler diziye bağlandıktan sonra polimeraz bu primerleri bir 

baĢlangıç noktası olarak kabul eder ve ortamda bulunan serbest nükleotitleri bağlayarak 

yeni DNA ipliğini sentezler. Bahsedilen bu üç adım belirli bir sayıda tekrarlanır ve 

böylece kalıp DNA her döngü sonucunda üstel olarak çoğaltılmıĢ olur. PZR reaktifleri 

belirli döngülerden sonra artık kullanılamayacağından iĢlem yaklaĢık 30-40 döngüde 

sonlandırılır.  

 

Tez çalıĢması kapsamında farklı amplikon uzunluğuna sahip primerlerin antik DNA 

üzerindeki amplifikasyon baĢarısını test etmek amacıyla 3 farklı primer çifti seçilmiĢtir. 

Primerler mitokondri üzerinde bulunan D-loop bölgesinin farklı kısımlarından seçilmiĢ 

olup Çizelge 3.5.1 ve ġekil 3.2’de gösterilmiĢtir. PZR bileĢenlerinden kaynaklanabilen 

veya iĢlem sırasında oluĢabilecek kontaminasyonları görüntüleyebilmek amacıyla her 

reaksiyonda negatif kontrol kullanılmıĢtır. Aynı zamanda reaksiyonun doğru çalıĢtığını 

gözlemlemek için insan kanından izole edilen modern DNA, pozitif kontrol olarak 

kullanılmıĢtır. 

 

PZR bileĢenleri ve koĢulları, yapılan denemeler sonunda antik örnekler için optimize 

edilmiĢtir. Antik DNA çalıĢmalarında örnekten veya örneğin alındığı ortamdan 

kaynaklanan olası PZR inhibitörlerine karĢı PZR reaksiyonunun daha verimli çalıĢması 

için reaksiyon içeriğine Bovine serum albumin (BSA) (GeNei
TM

) eklenmiĢtir. 

Reaksiyon içeriği ve koĢulu çizelge 3.5.2’de verilmiĢtir. 

 

Ġlk PZR reaksiyonu sonrası görünür bir PZR ürünü elde edilemediğinden, 2. ve 3. kuĢak 

PZR reaksiyonu uygulanmıĢtır. Ġlk reaksiyonun ürünü kalıp DNA olarak kullanılmıĢ, 

aynı reaksiyon bileĢenleri ve aynı reaksiyon koĢulları uygulanarak 2. PZR iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Silika membran izolasyon yöntemi ile izolasyonu gerçekleĢtirilen 

örneklerde 2. kuĢak PZR yeterli olmuĢ ancak fenol-kloroform yöntemi ile izole edilen 

örneklerde 3. kuĢak PZR reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. 3. kuĢak PZR reaksiyonunda 

kullanılan kalıp DNA 2. PZR reaksiyonu ürünüdür. 
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Çizelge 3.5.1. Mitokondri D-loop bölgesini çoğaltmak için seçilen primerler (F: Ġleri 

primer, R: geri primer) 

Amplikon Adı Primer Adı Pimer Dizisi  Fragman 

Uzunluğu 

 

A Amplikonu 16002-F 5’-tctaatttaaactattctctgttc -3’  162 bç  

 16164-R 5’-tttatgtactacaggtggtcaa-3’    

B Amplikonu mitS5D-F 5’-atcccttctcgtcccca-3’  218 bç  

 mit16560-R 5’-atcgtgatgtcttatttaag-3’    

C Amplikonu mitS2D-F 5’-cagcaatcaaccctcaactatc-3’  177 bç  

 16387-R 5’-tatctgaggggggtcatcca-3’    

 

 

 

ġekil 3.3. Kullanılan primerlerin ve oluĢan amplikonların mitokondri D-loop bölgesi 

üzerinde gösterimi 
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Çizelge 3.5.2. PZR reaksiyonu bileĢenleri ve koĢulu 

 

Reaksiyon BileĢenleri  

DNA 5 µl 

10X PCR Tamponu 5 µl 

25 mM MgCl2 5 µl 

2,5 mM dNTP karıĢımı 1 µl 

10 mM Ġleri Primer 0,5 µl 

10 mM Geri primer 0,5 µl 

BSA  0,5 µl 

Taq DNA Polimeraz (5U/ µl) 0,5 µl 

dH2O 32 µl 

Son Hacim 50 µl 

 

 

Reaksiyon KoĢulu  

94˚C   1 dk 

94˚C 40 sn 

56˚C 40 sn 

72˚C 30 sn 

72˚C 1 dk 

+4˚C ∞ 

 

 

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi 

10 µl PZR ürünü, 2 µl 6X Yükleme tamponu (%40 sükroz, %0,25 bromfenol mavisi, 

%60 10X TBE tamponu) ile karıĢtırılmıĢ ve %2’lik (w/v) agaroz (Roche) jele 

yüklenmiĢtir. Amplikon boyutlarının belirlenebilmesi için 50 bç marker (Bioron) 

kullanılmıĢtır. Agaroz jelin tablası tank içerisine yerleĢtirilerek üzerine 1X TBE 

eklenmiĢ ve Consort mini elektroforez güç kaynağına bağlanarak markerın tüm bantları 

netleĢene kadar (~1 saat) 80 voltta yürütme iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.7. DNA Dizileme  

PZR ile çoğaltılan bölgelerin doğruluğunu kontrol etmek amacıyla seçili örneklerin 

16002-F (A amplikonu) ileri primeri ile dizilemesi gerçekleĢtirilmiĢtir. Dizileme 

yöntemi olarak Sanger Dizileme tercih edilmiĢ ve yürütme iĢlemi Applied Biosystems 

3500 Series Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) kapiller elektroforez 

sisteminde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 3
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Seçili PZR örnekleri öncelikle PZR ExoI/SAP pürifikasyonu iĢlemine tabi tutulmuĢ ve 

ardından sekans reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. PZR pürifikasyonu ve sekans reaksiyon 

koĢulları Çizelge 3.7.1 ve Çizelge 3.7.2’de gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.7.1. PZR pürifikasyonu içeriği ve reaksiyon koĢulları 

 

PZR Pürifikasyonu bileĢenleri 

PZR Ürünü  4µl 

Exonuclease I (10 U/µl)  0,4µl 

Shrimp Alkalen Fosfataz (2 

U/µl)  

0,8µl 

 

 

PZR Pürifikasyonu Reaksiyon KoĢulu 

37˚C  20 dakika 

80˚C  20 dakika 

95˚C  2 dakika 

Çizelge 3.7.2. Sekans reaksiyonu içeriği ve reaksiyon koĢulları 

 

Sekans Reaksiyonu  

Pürifiye PZR Ürünü  1,5µl 

10µM Primer  0,5µl 

Big Dye (Thermo Fisher 

Scientific)  

0,6µl 

10X Big Dye Tamponu  0,95µl 

dH2O  6,45µl 

Son Hacim  10µl 

 

 

Sekans Reaksiyon KoĢulu 

96˚C  10 saniye 

50˚C  5 saniye 

60˚C  4 dakika 

 

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

Scientific) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Sekans reaksiyonunun ardından reaksiyon ürünleri sekans pürifikasyon iĢlemine tabi 

tutulur. Sekans pürifikasyonu için kullanılan yöntem aĢağıdaki gibidir:  

- Sekans reaksiyonu sonucunda elde edilen ürüne, 2 µl 3 M sodyum asetat ve 50 

µl %100’lük soğuk etanol eklenerek karıĢtırılır. KarıĢım 1,5 ml’lik tüpe alınır.  
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- 20 dakika -20˚C’de inkübasyona bırakılır.  

- Ġnkübasyon sonrasında 13000 rpm’de 20 dakika santrifüj edilir.  

- Üst faz dikkatlice uzaklaĢtırılır.  

- Pelet üzerine 250 µl %70’lik soğuk etanol eklenir ve 13000 rpm’de 5 dakika 

boyunca santrifüj edilir. 

- Üst faz dikkatlice uzaklaĢtırılır.  

- Etanolün tamamen uçması beklenir. 

- Ardından 20 µl formamid eklenir. Daha sonra vortekslenir ve spin edilir.  

- Örnekler sekans tüplerine alınır ve 94˚C’de 4 dakika boyunca denatüre edilir.  

- Denatürasyon sonrası -20˚C’de 3 dakika inkübe edilir.  

- Ġnkübasyonu tamamlanan örnekler sekans cihazına yüklenir.
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4. SONUÇLAR  

 

4.1. Spektrofotometre sonuçları 

Kazı sonucu elde edilen kemik örneklerinden 50 mg tartılarak, diĢ örneklerinden ise 

dentin/pulpadan çıkan tozun tamamı kullanılarak DNA izolasyonları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Fenol-kloroform yöntemi ile yapılan izolasyon örneklerinin 

spektrofotometre ölçümleri Çizelge 4.1’de, silika membran yöntemi ile yapılan 

izolasyon örneklerinin spektrofotometre ölçümleri ise Çizelge 4.2’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.1. Fenol-kloroform izolasyonunun spektrofotometre ölçüm sonuçları  

Örnek tipi Örnek DNA miktarı (ng/µl) 260/280 260/230 

 1003 826,93 1,51 0,37 

 
1012 1213,90 1,51 0,50 

Femur 
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 

DiĢ 
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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Çizelge 4.2. Silika membran izolasyonunun spektrofotometre ölçüm sonuçları 

Örnek tipi Örnek DNA miktarı (ng/µl) 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 

DiĢ 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 sonuçları 

4.2.1. Fenol-Kloroform izolasyonuna ait sonuçlar 

Fenol-Kloroform izolasyon yöntemi ile izolasyonu yapılarak 16002-F ve 16164-R 

primer çifti ile 3 kuĢak amplifikasyonu gerçekleĢtirilen ve 162 bç uzunluğunda olan A 

amplikonunun %2’lik agaroz jel görüntüleri ġekil 4.1, ġekil 4.2 ve ġekil 4.3’te 

verilmiĢtir. Femur örneklerinde yalnızca 1003 numaralı örnek, talus örneklerinde ise 

yalnızca 1043 numaralı örnek baĢarısız sonuç vermiĢtir. DiĢ örneklerinin tamamında A 

amplikonu baĢarılı Ģekilde çoğaltılmıĢtır. 
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ġekil 4.1. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen femur örneklerinin A amplikonuna 

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

 

 

 

ġekil 4.2. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen talus örneklerinin A amplikonuna 

ait sonuçları. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol). 
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ġekil 4.3. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen diĢ örneklerinin A amplikonuna ait 

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

 

Fenol-kloroform izolasyon yöntemi ile izolasyonu yapılarak mitS5D-F ve mit16560-R 

primer çifti ile 3 kuĢak amplifikasyonu gerçekleĢtirilen ve 218 bç uzunluğunda olan B 

amplikonunun %2’lik agaroz jel görüntüleri ġekil 4.4, ġekil 4.5 ve ġekil 4.6’da 

verilmiĢtir. Femur, talus ve diĢ örneklerinin tamamında B amplikonu baĢarılı Ģekilde 

amplifiye edilememiĢtir. 

 

 

ġekil 4.4. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen femur örneklerinin B amplikonuna 

ait sonuçları. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol). 
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ġekil 4.5. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen talus örneklerinin B amplikonuna 

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

 

 

ġekil 4.6. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen diĢ örneklerinin B amplikonuna ait 

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

 

Fenol-kloroform izolasyon yöntemi ile izolasyonu yapılarak mitS2D-F ve 16387-R 

primer çifti ile 3 kuĢak amplifikasyonu gerçekleĢtirilen ve 177 bç uzunluğunda olan C 

amplikonunun %2’lik agaroz jel görüntüleri ġekil 4.7, ġekil 4.8 ve ġekil 4.9’da 

verilmiĢtir. Talus örneklerinde yalnızca 1026 ve 1059 numaralı örneklerde çok az 

miktarda olsa da beklenen büyüklükte bant görülmüĢtür. Femur ve diĢ örneklerinde ise 

C amplikonu baĢarısız sonuç vermiĢtir. 
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ġekil 4.7. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen femur örneklerinin C amplikonuna 

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

 

 

ġekil 4.8. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen talus örneklerinin C amplikonuna 

ait sonuçları. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol). 
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ġekil 4.9. Fenol- kloroform yöntemi ile izole edilen diĢ örneklerinin C amplikonuna ait 

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

 

4.2.2. Silika membran izolasyonuna ait sonuçlar 

Silika membran izolasyon yöntemi ile izolasyonu yapılarak 16002-F ve 16164-R primer 

çifti ile 2 kuĢak amplifikasyonu gerçekleĢtirilen ve 162 bç uzunluğunda olan A 

amplikonunun %2’lik agaroz jel görüntüleri ġekil 4.10, ġekil 4.11 ve ġekil 4.12’de 

verilmiĢtir. Femur, talus ve diĢ örneklerinin tamamında A amplikonu baĢarılı Ģekilde 

çoğaltılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.10. Silika membran yöntemi ile izole edilen femur örneklerinin A amplikonuna 

ait sonuçları. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol). 
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ġekil 4.11. Silika membran yöntemi ile izole edilen talus örneklerinin A amplikonuna 

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

 

 

ġekil 4.12. Silika membran yöntemi ile izole edilen diĢ örneklerinin A amplikonuna ait 

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

 

Silika membran izolasyon yöntemi ile izolasyonu yapılarak mitS5D-F ve mit16560-R 

primer çifti ile 2 kuĢak amplifikasyonu gerçekleĢtirilen ve 218 bç uzunluğunda olan B 

amplikonunun %2’lik agaroz jel görüntüleri ġekil 4.13, ġekil 4.14 ve ġekil 4.15’te 

verilmiĢtir. Femur örneklerinden yalnızca 1003 numaralı örnekte, diĢ örneklerinin ise 

tamamında amplifikasyon baĢarısız olmuĢtur. Talus örneklerinin tamamında ise bu 

bölgede baĢarılı amplifikasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 4.13. Silika membran yöntemi ile izole edilen femur örneklerinin B amplikonuna 

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

 

 

ġekil 4.14. Silika membran yöntemi ile izole edilen talus örneklerinin B amplikonuna 

ait sonuçları. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol). 
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ġekil 4.15. Silika membran yöntemi ile izole edilen diĢ örneklerinin B amplikonuna ait 

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

 

Silika membran izolasyon yöntemi ile izolasyonu yapılarak mitS2D-F ve 16387-R 

primer çifti ile 2 kuĢak amplifikasyonu gerçekleĢtirilen ve 177 bç uzunluğunda olan C 

amplikonunun %2’lik agaroz jel görüntüleri ġekil 4.16, ġekil 4.17 ve ġekil 4.18’de 

verilmiĢtir. Femur, talus ve diĢ örneklerinin tamamında C amplikonu baĢarılı Ģekilde 

çoğaltılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.16. Silika membran yöntemi ile izole edilen femur örneklerinin C amplikonuna 

ait sonuçları. M (marker), (+) (pozitif kontrol), (-) (negatif kontrol). 
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ġekil 4.17. Silika membran yöntemi ile izole edilen talus örneklerinin C amplikonuna 

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

 

 

ġekil 4.18. Silika membran yöntemi ile izole edilen diĢ örneklerinin C amplikonuna ait 

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

 

4.3. Seçili Örnekler ile Yapılan Sanger Dizileme Sonuçları 

Fenol-kloroform yöntemi ile izolasyonu gerçekleĢtirilen ve baĢarılı Ģekilde 

çoğaltılabilen 1014, 1026, 1059, ve 1107 numaralı örneklerde 16002-F primeri (A 

amplikonu) ile okunan DNA dizilerinin kromatogram görüntüleri ġekil 4.19, ġekil 4.20, 

ġekil 4.21 ve ġekil 4.22’de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.19. 1014 numaralı femur örneğine ait kromatogram görüntüsü 

 

 

ġekil 4.20. 1026 numaralı talus örneğine ait kromatogram görüntüsü 

 

 

ġekil 4.21. 1059 numaralı talus örneğine ait kromatogram görüntüsü 

 

 

ġekil 4.22. 1107 numaralı talus örneğine ait kromatogram görüntüsü 
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5. TARTIġMA 

 

Antik örneklerden elde edilen DNA dizilerinin okunması evrimsel ve antropolojik 

çalıĢmalar için önemli bir rol oynar [76]. Ġlk antik DNA çalıĢmaları mumya ve müze 

örneklerinin dıĢ etkenlerden korunduğunu ve antik DNA’nın yalnızca bu örnek 

grubundan elde edilebildiği düĢüncesine odaklanmıĢ ve ilk çalıĢmalar bu örnek grubu 

üzerinden yürütülmüĢtür. Ancak ilerleyen zamanlarda kazılardan elde edilen mineralize 

dokuların da yüksek miktarda DNA içerdiği gözlenmiĢtir. Böylelikle antik DNA ile 

ilgili çalıĢmalar omurgalı kemiklerine ve diĢlerine yönelmiĢtir [11]. Kemikler, mumya 

örnekleri, müze örnekleri, kehribarda bulunan böcekler ve bitki fosilleri gibi geçmiĢten 

günümüze kadar kısmen olsa da korunaklı kalmıĢ birçok biyolojik materyaldeki antik 

DNA arkeoloji, biyoloji ve adli bilimler gibi çeĢitli disiplinler için önemli bilgiler sunar. 

Antik DNA, popülasyonlarla ilgili hipotezlerin geliĢtirilmesine katkıda bulunurken, 

bireylerin cinsiyetlendirilmesi, akrabalık iliĢkilerinin belirlenmesi, popülasyon göçleri 

ve hatta tarımın geliĢimine dair bilgiler sunma potansiyeline sahiptir [15]. Bu bağlamda 

yapılan çalıĢmaların çoğu örnekten elde edilen DNA’nın dizisinin okunmasını 

gerektirir. Antik DNA’nın örnekten baĢarılı bir Ģekilde izole edilmesi, DNA dizisinin 

baĢarılı bir Ģekilde okunabilmesi için kritik bir aĢamadır. Ancak antik DNA 

izolasyonunda elde edilebilir DNA’nın düĢük miktarı ve olası kontaminasyon riski 

büyük bir problem teĢkil eder [77]. Hasar almıĢ ve düĢük miktarda bulunan DNA ile 

çalıĢırken doğru izolasyon metodunun seçimi ve metot sırasında yapılacak uygulamalar 

tüm deneyin gidiĢatını belirleyecektir [69, 78]. Ġzolasyon metotları örneğin çeĢidine, 

hangi dokudan elde edildiğine ve hasarın derecesine göre değiĢebilir ve literatürde farklı 

izolasyon metotlarının denemelerine dair çeĢitli çalıĢmalar bulmak mümkündür [78, 

79]. 

 

Antik DNA çalıĢmalarında uygulanan izolasyon yöntemleri, örneğin elde edildiği doku 

ve korunma koĢulları dolayısıyla standart izolasyon protokollerinden temelde 3 açıdan 

farklıdır. Bunlardan ilki çoğu DNA izolasyon yönteminin bozulmamıĢ ve yüksek oranda 

DNA içeren taze dokular için tasarlanmıĢ olmasıdır. Antik DNA’yı barındıran eski 

örneklerde ise hücre yapısı çoğunlukla bozunmaya uğramıĢtır ve izolasyon 

parametreleri bu durum göz önünde bulundurularak optimize edilmelidir. Ġkincisi, 
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izolasyon yapılırken çok agresif yöntemlerden kaçınılması gerektiğidir çünkü antik 

DNA bağlardaki hidroliz, depürinasyon, deaminasyon gibi çeĢitli süreçlerle hasar 

görmüĢtür. Agresif yöntemler her ne kadar örnekten DNA salınımını artırabiliyor olsa 

da antik DNA molekülüne daha fazla hasar vererek verimi azaltma potansiyeline 

sahiptir. Üçüncüsü ise eski kemik ve diĢ örneklerinin PZR inhibitör maddeleri 

bakımından zengin oluĢu ve izolasyon sırasında DNA ile birlikte elde edilebiliyor 

olmasıdır. Bu inhibitör maddeler amplifikasyona müdahale ederek çalıĢmanın verimini 

yüksek oranda düĢürebilir. Bu nedenle antik DNA izolasyonu yapılırken bir dizi 

problem ile baĢ edilmesi gerekmektedir [80]. Tüm bunların yanı sıra ölümden sonra 

meydana gelen bozunmalar da elde edilecek DNA’nın kalitesini büyük ölçüde 

düĢürmektedir. Bu durum DNA Ģablonunun bozulması ve kimyasal modifikasyonlar ile 

sonuçlanır, böylelikle de DNA molekülünün uzunluğunun azalmasına sebep olabilir. 

Bozunmaya uğramıĢ moleküllere yönelik geliĢtirilen izolasyon metotlarıyla antik 

DNA’nın izolasyonunun veriminin iyileĢtirilmesi, arkeolojik ve paleontolojik 

kalıntılardan elde edilecek veriler konusunda önemli bir adımdır [81, 82]. 

 

Ġzolasyon parametreleri belirlenirken antik DNA’nın elde edileceği dokunun tipi ve 

örneğin saklandığı koĢullar önemlidir. Kemik gibi mineralize dokulardaki DNA’nın 

kullanılabilir olarak uzun süre kalması ortam Ģartları ile doğrudan iliĢkilidir. Örneğin, 

toprakta bulunan kemiklerdeki gözenek boĢluklarına ortamdaki mantar ve bakteriler 

yerleĢerek mineralize dokuların parçalanmasına sebep olurlar. Kemik dokunun 

bozunmasına dair elde edilen bilgilerin yanında kemik içerisindeki DNA’nın nasıl 

bozulduğu ve hatta tam olarak nerede lokalize olduğu net bir cevaba kavuĢmamıĢtır. Bu 

konu hakkında çeĢitli görüĢler sunulmuĢ olsa da kemik ve DNA arasındaki net iliĢki tam 

olarak aydınlatılamamıĢtır. [82]. Kemikte bulunan organik birimlerin DNA için bir 

bariyer görevi gördüğü ve böylelikle DNA’yı koruduğu düĢünülmektedir. Ancak yine 

de kemik matriksinde bulunan DNA’nın yoğunluğu azdır ve verimli bir Ģekilde eldesi 

zordur [83]. DiĢ dokusu; diĢ minesi ve kök olmak üzere iki bölümden oluĢur. Kök kısmı 

pulpa, dentin ve sementi içinde barındırır. DiĢ minesi insan vücudunda bulunan en sert 

dokudur ve hücre barındırmaz, bu nedenle diĢ örneklerinde DNA eldesi diĢin ana 

bileĢeni olan ve diĢ minesine kıyasla yüksek oranda hücre barındıran pulpa/dentin 

kompleksinden gerçekleĢtirilir [83]. 
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Ġskelet kalıntılarında bulunan DNA’nın verimi ve oranı bulunduğu örneğin türüne göre 

değiĢkenlik gösterebilir. Genellikle femur, tibia ve humerus gibi daha büyük kemikler 

ve diĢ örnekleri genetik analizler için ilk tercihler olmuĢlardır. Uzuv kemiklerindeki 

yoğun kortikal yüzey ve diĢ dokudaki sert dıĢ yüzeyin, örneği ve dolayısıyla 

barındırdığı DNA’yı daha iyi koruduğu düĢünülmektedir. Milos ve arkadaĢları 

tarafından yapılan bir çalıĢmada, analizler sonucunda femur kemikleri humerus, radius 

ve ulna kemiklerine kıyasla daha baĢarılı sonuçlar vermiĢtir [84]. Hangi kemik türünün 

daha iyi sonuç verdiğini anlamak adına geçtiğimiz yıllarda birçok çalıĢma yapılmıĢtır 

ancak örneğin bulunduğu koĢullar, aldığı hasar ve örneğin yaĢı gibi etkenler değiĢkenlik 

gösterebileceğinden, hangi örnek türünden daha verimli DNA elde edilebileceğine dair 

ortak bir fikre varmak çok mümkün olmamıĢtır. Benzer ortamlardan toplanan örnekler 

arasında bile elde edilen DNA’nın miktarı ve kalitesi arasında farklar oluĢmaktadır. 

Bununla birlikte DNA eldesi için tercih edilecek izolasyon yöntemi de verimli DNA 

eldesinde önemli bir rol oynamaktadır [82, 83]. Ġzolasyon metodu iskeletin hangi 

bölgesinin çalıĢılacağına göre değiĢebilmekle birlikte, PZR ile amplifiye edilecek 

bölgeye göre de değiĢebilir.  Bir örnek tipi veya amplifikasyon bölgesi için çok iyi 

çalıĢan bir metot diğerleri için çalıĢmayabilir [69]. 

 

Kemik ve diĢ örneklerinden yapılacak izolasyonlarda temelde dekontaminasyon, 

demineralizasyon ve saflaĢtırma basamakları olmak üzere 3 basamak izlenir ancak 

demineralizasyon aĢaması, farklı izolasyon metotlarına ve çalıĢmalara göre değiĢiklik 

gösterebilmektedir. Aynı zamanda literatürde bu aĢamanın gerekliliğine ve çeĢitlerine 

dayanan farklı fikirler ve çalıĢmalar mevcuttur, bu nedenle demineralizasyon 

uygulanmadan da baĢarılı sonuçlara ulaĢıldığı çalıĢmalar bulmak mümkündür [69, 85-

87]. Bu tez çalıĢmasında fenol-kloroform izolasyonu için 2 gecelik demineralizasyon 

uygulanan kemik örneklerinden, kit ile gerçekleĢtirilen silika membran izolasyonu için 

demineralizasyon iĢlemine tabi tutulmamıĢ kemik örneklerinden yapılan izolasyonlar 

daha iyi sonuç vermiĢ ve çalıĢmada bu Ģekilde kullanılmıĢtır. Demineralizasyon 

aĢamasının DNA kaybına yol açabileceği düĢünülse de fenol-kloroform izolasyonunun 

daha yüksek verimde çalıĢması, örneklerin kalsiyum ve minerallerden temizlenmesi ile 

mümkün olmuĢtur.  
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Literatürde denenmiĢ ve baĢarılı-baĢarısız olmuĢ birçok izolasyon metodu 

bulunmaktadır. Ancak antik kemik örneklerinde baĢarılı olduğu gözlenen ve bu 

çalıĢmalarda sıklıkla karĢımıza çıkan iki yöntem vardır. Bunlar fenol-kloroform ve 

silika temelli izolasyon yöntemleridir [69, 88, 89]. Antik DNA çalıĢmalarında 

örneklerden DNA eldesi için kullanılan tekniklerin çoğu, bir fenol-kloroform izolasyon 

metodunun varyasyonlarına dayanır [90]. Fenol-kloroform tekniği eski bir teknik olsa 

da, uygulanabilirliğindeki kolaylığı ve baĢarısı ile antik DNA alanı içerisinde 

popülerliğini uzun süre korumuĢtur [87, 90]. Bu yöntem DNA’nın izolasyonu için 

verimli olsa da zaman alan bir yöntemdir ve uzmanlık ister. Ayrıca protokol 

basamakları tehlikeli kimyasalların kullanımını gerektirir ve deney aĢamalarında 

örneğin tüpler arası aktarımını içerir, bu durum ise hataya veya kontaminasyona sebep 

verebilir [91, 92]. 

 

Kemik tozlarından kaotropik bir tuz ve silika partiküller kullanılarak DNA’nın 

izolasyonu Boom ve meslektaĢları tarafından gösterilmiĢ ve ardından farklı çalıĢmalarda 

farklı Ģekillerde kullanılmıĢtır [93, 94]. Higuchi ve arkadaĢlarının yaptığı ilk antik DNA 

çalıĢmasından bu yana çeĢitli antik DNA izolasyon metotları geliĢtirilmiĢtir. Bu 

metotlar mumyalanmıĢ dokular, dıĢkı, kemik ve diĢ gibi farklı kalıntı türlerinde farklı 

baĢarılar göstermiĢlerdir. Rohland ve arkadaĢları tarafından tanıtılan ve silika temelli bir 

yöntem olan izolasyon yöntemi [80] diğer metotlardan daha fazla PZR baĢarısı 

göstermiĢ ve antik örnekler için sıklıkla kullanılan bir yöntem olmuĢtur. Ġlerleyen 

yıllarda ise Dabney ve arkadaĢları [95], Rohland ve arkadaĢlarının metodunda 

iyileĢtirmeler yaparak çok kısa DNA fragmanlarını baĢarılı bir Ģekilde elde etmeyi 

sağlayan silika kolon temelli bir yöntem geliĢtirmiĢlerdir [81]. Yine silika kolon temelli 

bir baĢka izolasyon metodu ise orijinal olarak Yang ve arkadaĢları [17] tarafından 

geliĢtirilmiĢtir ve farklı Ģekillerde antik DNA çalıĢmalarında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Her iki yöntem de antik DNA alanında farklı varyasyonlar ile kullanılıyor olsa da 

birbirlerine üstünlükleri zaman zaman araĢtırmacılar tarafından tartıĢılmıĢtır [96].  

 

Literatürde sıklıkla farklı protokollerle kullanılan ve antik DNA’daki kısa fragmanları 

eldesindeki baĢarılarından ötürü bu tez çalıĢmasında silika membran temelli bir 

izolasyon yöntemi tercih edilmiĢ ve klasik bir yöntem olan fenol-kloroform izolasyonu 

ile farklı parametreler altındaki verimleri karĢılaĢtırılmıĢtır. PZR aĢamasında hedef 
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bölge ve bu bölgeye özgü tasarlanan primerler türe özgüdür. Tez çalıĢması kapsamında 

incelemiĢ olduğumuz örnekler insana ait olup tasarlanan mitokondriyal primerler insan 

mitokondriyal DNA’sı Cambridge Referans Dizisi’ne (rCRS) göre hazırlanmıĢtır 

(NCBI referans sekansı: NC_012920.1). Bu nedenle örnekten kaynaklanan bir 

mikrobiyal veya fungal kontaminant DNA’nın, insana özgü primerler ile amplifiye 

olmaması beklenmektedir. Diğer yandan kazıda ve analiz aĢamasına kadar ilerleyen tüm 

süreçlerde insanların yaygınlığı göz önünde bulundurulursa arkeolojik insan kalıntıları 

ile yapılan çalıĢmalarda yaĢanan en büyük kontaminasyon problemi modern insan 

DNA’sıdır. Kontaminant insan DNA’sı arkeolojik örneklere mikro damlacıklarda 

taĢınan epitelyal hücrelerle ve cilt hücreleri yoluyla bulaĢabilir. Böylelikle kontaminant 

DNA, izolasyon sırasında örnekten elde edilecek antik DNA miktarına yakın veya daha 

fazla miktarda elde edilebilir. Ancak bu tür kontaminant DNA’lar kararlı değildir ve 

kısa ömürlüdür, genellikle de yüzeysel olarak bulunurlar. Kemikte bulunan antik DNA 

çevresindeki sert doku tarafından korunur, ancak kontaminant insan DNA’sı nem ve 

doğal UV’ye maruz kalarak uzun süre örnek üzerinde varlığını sürdüremeyebilir [97]. 

Örnek üzerinde varlığını koruyan kontaminantlardan kurtulmak için ise örneğin ve 

içerdiği antik DNA’nın sağlam kalmasını da gözeterek yüzey temizliği ve UV ile 

sterilizasyon iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Sonraki aĢamalarda kontaminasyondan 

kaçınmak için pulverizasyon iĢlemleri sırasında tek kullanımlık malzemeler her örnek 

sonrasında atılmıĢ, çalıĢma ortamı ve kullanılacak malzemeler çamaĢır suyu ve alkol ile 

temizlenmiĢtir.  

 

Ġzolasyonu gerçekleĢtirilen DNA örnekleri sonraki moleküler tayinlerde kullanılmadan 

önce DNA miktarı ve saflığının ölçümü yapılır [98]. Pürin ve pirimidin bazlarının 

rezonans yapısı sebebiyle nükleik asitler 260 nm (nanometre) dalga boylarında UV 

ıĢığını absorbe eder bu nedenle DNA miktarı, 260 nm dalga boyundaki absorbansı 

kullanılarak belirlenir [99]. Ancak yapılan çalıĢma için sadece DNA’nın miktar tayini 

yeterli değildir. DNA eldesinde izolasyon metodundan veya örnekten kaynaklanan 

kirletici maddeler PZR inhibitörü olarak karĢımıza çıkabilir, bu nedenle DNA’nın saflık 

tayinin de yapılması gerekmektedir. DNA’nın saflığı 260/230 ve 260/280 absorbans 

oranlarına bakılarak yorumlanır. DNA saflığı birincil olarak 260/280 oranına bakılarak 

belirlenir ve genellikle 1,8 oranı saf olarak kabul edilir. Bu oran düĢtükçe 280 nm 

yakınında absorbans veren protein, fenol ve diğer kirleticilerin varlığından Ģüphelenilir 
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[98]. Silika membran ve fenol-kloroform yöntemi ile izolasyonları gerçekleĢtirilen 

örneklere bakıldığında yalnızca fenol-kloroform ile izole edilen 2 adet diĢ örneği (1059 

ve 1079 numaralı diĢler) ve bir adet talus örneği (1059 numaralı talus) bu orana 

yakın/eĢit olarak bulunmuĢtur (Çizelge 4.1, Çizelge 4.2). Diğer örneklerde ise bu oran 

1,8’den düĢüktür. DNA saflığının ikincil ölçüsü 260/230 oranıdır ve genellikle 2,0-2,2 

aralığında saf DNA’nın varlığını iĢaret eder. Oran beklenenden düĢükse protein, 

GuHCL (Guanidin hidroklorür), EDTA, karbonhidratlar, tuzlar veya fenol gibi 

kirleticilerden Ģüphelenilir. Yapılan izolasyonların neredeyse tamamında bu oran 

beklenen değerin çok altındadır. Modern DNA çalıĢmalarında genellikle PZR 

karıĢımına fazla miktarda DNA eklenmesi bir amplifikasyon problemine yol 

açabileceğinden konsantrasyon ölçümü yapılır ancak antik DNA’da durum biraz 

farklıdır. Ġzole edilen örneklerde antik DNA’nın konsantrasyonu genellikle doğru 

sonuçları yansıtmayabilir. Antik DNA çalıĢmalarında PZR sonucu amplifikasyona 

ürünü elde edilememesi çoğunlukla aĢırı DNA miktarından ziyade inhibitör nedeniyle 

olabilir. Aynı Ģekilde kemik örneğinin bulunduğu ortamdan edindiği mikroorganizmalar 

sebebiyle aslında spektroskopik yöntemlerle yapılan ölçümün sonucunda çıkan değer 

yalnızca örnek içerisindeki antik DNA’yı yansıtmayabilir [15, 69] Antik DNA üzerine 

yapılan bir tez çalıĢmasında da benzer bir çıkarım yapılmıĢ, miktar ve saflık 

değerlerinin antik DNA çalıĢmalarında anlamlı bulunamayabileceği belirtilmiĢtir [100]. 

Bu nedenle antik DNA için DNA’nın varlığına ve kalitesine dair en güvenilir sonuç 

PZR deneyinin sonucuna dayanır.  

 

Örnekler, Muğla’nın Yatağan Ġlçesi’nin 7 km batısında bulunan Eskihisar Köyü’nde 

gerçekleĢtirilen kazı çalıĢmalarından elde edilmiĢtir. Kazının yapıldığı bölge Akdeniz 

iklim kuĢağında bulunmaktadır. Bu kuĢakta yaz ayları sıcak ve kurak, kıĢ ayları ise ılık 

ve yağıĢlıdır. Yaz aylarındaki yüksek sıcaklıklar zaman zaman 40 dereceyi 

geçebilmektedir (Muğla Ġl Kültür ve Turizm Müdürlüğü, https://mugla.ktb.gov.tr/, 

EriĢim Tarihi: 28.12.2022). Antik DNA’nın korunmasındaki en önemli faktörlerden biri 

çevresel koĢullar ve sıcaklıktır. Yüksek sıcaklık ve nemde DNA, yüksek oranda 

bozunmaya uğrayabilmektedir. Kazının gerçekleĢtirildiği bölgede yaz ayları her ne 

kadar kurak olsa da yüksek sıcaklık koĢulları ve kıĢ aylarında gerçekleĢen yüksek yağıĢ 

miktarları nem artıĢına sebep vererek DNA’nın bozunmasını hızlandırabilir. Bu 

bağlamda deneylerde kullanılan örneklerin gömü alanı içinde, literatürde DNA’nın 

https://mugla.ktb.gov.tr/
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örnekteki korunumu için ideal koĢullar olarak bahsedilen [53] koĢullardan uzak bir 

Ģekilde saklanmıĢ olduğunu söylemek mümkündür. 

 

Bu çalıĢma kapsamında fenol-kloroform yöntemi ile izolasyonu gerçekleĢtirilen 

örneklerden yalnızca A amplikonundan verimli bir sonuç elde edilmiĢtir (ġekil 4.1, 

ġekil 4.2, ġekil 4.3). 162 bç olarak belirlenen ve çalıĢmamızda kullanılan en kısa 

amplikon olan A’nın, daha uzun diğer amplikonlara kıyasla daha baĢarılı sonuç vermesi 

beklenmektedir, bu bağlamda elde ettiğimiz sonuçlar literatür ile uyumluluk 

göstermektedir. DiĢ örneklerinde bulunan az miktardaki DNA düĢünüldüğünde A 

amplikonunda, tüm diĢ örneklerinde femur ve talus örneklerine kıyasla daha yoğun 

bantlar elde edilmesi beklenmedik bir sonuç olsa da diĢ dokusundan elde edilen 

DNA’ların diğer kemik örneklerine göre daha kaliteli olduğu düĢünülmektedir. Bu 

sebeple kısa amplikon boyutlarında iyi bir sonuç elde edilmesi yine de ĢaĢırtıcı değildir. 

Femur, talus ve diĢ örneklerinin büyük çoğunluğunun diğer primer çiftleri ile baĢarısız 

amplifikasyonu, fenol-kloroform yöntemi ile elde edilen DNA fragmanlarının 172 ve 

218 bç uzunluklarından daha kısa olduğunu düĢündürmektedir. 

 

Silika membran temelli izolasyon yöntemi ile gerçekleĢtirilen izolasyonlarda femur ve 

talus örneklerinde A, B (1003 numaralı örnek hariç) ve C amplikonlarında tüm örnekler 

baĢarılı amplifikasyon göstermiĢtir (ġekil 4.10, ġekil 4.11, ġekil 4.13, ġekil 4.14, ġekil 

4.16, ġekil 4.17). Tüm amplikonların PZR sonuçları agaroz jel üzerinde kıyaslandığında 

en net ve yoğun bantlar B amplikonunda elde edilmiĢtir. Kullanılan primerlerin kalitesi, 

hassaslığı ve özgüllüğü PZR deneyindeki amplifikasyon baĢarısı için kritik bir öneme 

sahiptir. Bu nedenle farklı primer çiftlerinin uzunluktan bağımsız olarak antik DNA 

üzerinde farklı amplifikasyon baĢarısı gösterebileceği düĢünülebilir. Böylelikle femur 

ve talus örneklerinde tüm amplikon boyutlarından baĢarılı sonuç alınan silika temelli 

izolasyon yöntemi için mitS5D-F ve mit16560-R primerlerinin (B amplikonu) diğer 

primerlere kıyasla daha baĢarılı bir amplifikasyon gösterdiği söylenebilir. Femur ve 

talus örnekleri arasından yalnızca 1003 numaralı örnekte B amplifikasyonunun baĢarısız 

olması bu örnekte amplifikasyonu gerçekleĢtirilmek istenen bölge üzerinde 218 bç 

kadar bir uzunlukta amplifiye edilebilir DNA fragmanı bulunmamasından kaynaklanmıĢ 

olabilir. Aynı zamanda tasarlanan her primer çifti mitokondriyal DNA’nın farklı 

bölgelerini amplifiye ettiği için DNA’nın bu örnek üzerinde eĢleĢeceği yerlerde hasara 
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uğraması ve bu nedenle jelde görüntülenebilir bir amplifikasyon sonucu gözlenmemiĢ 

olması muhtemeldir. 

 

Silika membran yöntemi ile izolasyonu gerçekleĢtirilen diĢ örnekleri A ve C 

amplikonlarında baĢarılı amplifikasyon gösterirken (ġekil 4.12, ġekil 4.18) B 

amplikonunda sonuç vermemiĢtir (ġekil 4.15). Amplikonların PZR reaksiyonu sonucu 

agaroz jel görüntüleri kıyaslandığında 162 bç uzunluğundaki A amplikonu 177 bç’lik C 

amplikonuna kıyasla daha net bantlar vermiĢtir. Bu bağlamda en uzun amplikon olan B 

amplikonundan sonuç alınamaması ve en kısa amplikon olan A’dan daha net sonuçlar 

elde edilmesi antik DNA literatürü ile tutarlıdır. 

 

Antik DNA’da uygulanacak izolasyon yöntemi seçilirken, arkeolojik örneklerde bolca 

bulunan PZR inhibitörlerinden kurtulmak ve az miktardaki DNA’yı elde edebilmek çok 

önemlidir. Ġnhibitörlerin temizlenmesi ve baĢarılı DNA eldesi için DNA’nın silikaya 

bağlanması ve uygun bir elüsyon tamponu ile eldesinin oldukça verimli bir yöntem 

olduğu düĢünülmektedir. Bu yaklaĢım fenol-kloroform izolasyonlarında oluĢabilecek 

DNA kaybını en aza indirmesinden dolayı elde edilen DNA’nın miktar ve kalitesi 

bakımından da daha baĢarılı görülmüĢtür [15, 89, 96]. Rohland ve arkadaĢlarının yaptığı 

bir çalıĢmada silika temelli izolasyon yöntemleri, fenol-kloroform yöntemi ve çeĢitli 

kitlerle yapılan antik DNA izolasyonları verim açısından karĢılaĢtırılmıĢ ve silika 

temelli izolasyon yöntemleri en verimli yöntem olarak bulunmuĢtur. Aynı zamanda 

fenol-kloroform izolasyonlarında, kullanılan kitlerin bir kısmına göre daha iyi sonuçlar 

elde edilmiĢtir [96].  

 

Yapılan tez deneylerinde fenol-kloroform ve silika membran izolasyon metotları örnek 

türü özelinde karĢılaĢtırıldığında femur ve talus örnekleri silika membran izolasyon 

yöntemi ile hem daha yoğun hem de daha uzun amplikon boyutlarında elde 

edilebilmiĢtir. DiĢ örneklerinde ise fenol-kloroform yönteminde en kısa amplikon 

boyutunda yoğun bantlar elde edilmiĢ ve silika membran yönteminde ise daha az yoğun 

ancak daha uzun amplikon boyutlarında sonuç alınmıĢtır. Tüm bunlar göz önüne 

alındığında izolasyon yöntemlerindeki verimin örnek bağlamında değiĢebileceği de 

düĢünülerek tez çalıĢmasından elde edilen veriler tutarlı bulunmuĢtur. ÇalıĢılacak 

örneğin türüne göre değiĢiklikler olabilmekle birlikte hem amplifiye edilebilir DNA 
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boyutları hem de izolasyon ve PZR uygulamaları düĢünüldüğünde silika membran 

izolasyonu daha yüksek verimde çalıĢmıĢtır. Antik örneklerde silika ve fenol-kloroform 

izolasyonlarının femur kemikleri üzerinden karĢılaĢtırıldığı benzer bir tez çalıĢmasında 

silika izolasyonundan sonuç alınamamıĢ ve fenol-kloroform izolasyon yöntemi daha 

baĢarılı bulunmuĢtur [101]. Ancak izolasyon yönteminin baĢarısızlığı örneklerin içerdiği 

DNA’dan bağımsız olarak araĢtırmacının tecrübesizliği, yöntemin hassaslığı ve protokol 

basamaklarının doğru izlenmemesinden kaynaklanabilir. Tez kapsamında yürütülen 

deneylerde antik örneklerde silika partikül temelli izolasyon yöntemi denenmiĢ ancak 

yöntemden tekrar edilebilir Ģekilde baĢarılı sonuç alınamamıĢtır. Bu nedenle silika 

membran temelli izolasyon yöntemine geçilmiĢ ve kit yardımı ile yapılan izolasyonlar 

baĢarılı sonuç vermiĢtir. Fenol-kloroform izolasyonu için 2 gecelik dekalsifikasyon ve 

3. kuĢak PZR uygulaması gerekirken silika membran izolasyonunda doğrudan kemikten 

DNA elde edilebilmiĢ ve 2. kuĢakta sonuç alınmıĢtır. ĠĢ gücü ve çalıĢma basamaklarının 

kısalmasına ek olarak kontaminasyon riskini azaltması nedeniyle bu çalıĢmada silika 

membran izolasyonu daha verimli ve baĢarılı bir yöntem olarak bulunmuĢtur. 
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