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ONSOZ

Doktoraya bagladigim ilk giinden itibaren bana her konuda destek olan, ilgi
alanim olan antik DNA c¢alismalarini yapabilmem i¢in beni her zaman destekleyen
ve yanimda olan, ¢alismalarim boyunca beni yonlendiren, yardimlarini higbir zaman
benden esirgemeyen, bana olan giiven duygusu ile kendimi iyi hissttiren ve olumlu
diisiinceleri ile beni motive eden, tez damismanim Prof.Dr. Timur GULTEKIN’e

sonsuz tesekkiirler ediyorum.

Calismalarimi yapabilmem i¢in Tip Fakiiltesi, Adli Tip Anabilim Dali DNA
Laboratuvarmi kullanmam icin izin veren Prof. Dr. Lale SATIROGLU TUFAN’a,
proje kapsaminda gergeklesen tezimin basladigi giinden itibaren hem deneyler
asamasinda hem de proje ile ilgi islerin yiriitiilmesinde benimle birlikte g¢alisan,
tecriibelerini paylasan, bana yol gosteren biyolog Ciineyt ELMA’ya, ihtiyac
duydugum zaman yardimlarmi benden esirgemeyen, laboratuvarda rahat bir sekilde
calismanu saglayan biyolog Handan SINAN’a samimi ve sicak arkadashigi icin

ayrica tesekkiir ediyorum.

Tez calismam boyunca ilgi duydugum antik DNA c¢aligsmalar1 i¢in beni hep
destekleyen ve tezi bitirmem i¢in motive eden Antropoloji Boliim bagskani Prof.Dr.
Ayla Sevim EROL’a,

Teos Kazisi’ndan c¢ikartilan ornekleri ¢alismam icin izin veren Ankara

Universitesi Arkeoloji Boliimiinden Prof.Dr. Musa KADIOGLU 'na,

Van Kalecik Koyii Urartu Nekropoli’nden ¢ikartilan dis orneklerini
kullanmama izin veren Yiiziincii Y1l Universitesi Arkeoloji Béliimiinden Arastirma

Gorevlisi Hakan YILMAZ a,

Eski Van Sehri, Kalesi ve HOyligli Kazisi’ndan ¢ikarilan Ornekleri
kullanmama izin veren Istanbul Universitesi Arkeoloji Béliimiinden Dog.Dr. Erkan
KONYAR’a ve oOrnekleri temin etmemde bana yardimct olan Yiiziinci Yil

Universitesi Antropoloji Béliimiinden Yrd. Dog¢.Dr. Zehra SATARa,



Giresun Adasi Kazisi’nin bagkanligini yapan ve tezimde materyal olarak
iskelet drneklerini kullanmam igin gerekli izini veren Selguk Universitesi Arkeoloji

Boliimiinden Dog. Dr. Ertekin Mustafa DOKSANALTI’ya,

Mugla Beybag Kazisindan ¢ikarilan iskeletleri tezimde kullanmam i¢in bana
izin veren ve doktora siiresi boyunca yanimda oldugunu her zaman hissettiren,
ayrica Giresun Adas1 Kazisi ile ilgili bilgilerini benimle paylasan Yiiziinci Yil
Universitesi Antropoloji Béliimiinden Yrd. Dog. Dr. Seda Karaéz ARIHAN’a ve
antropolog Emel ACAR’a,

NYSA Antik Kenti Kazisi’na katilmama vesile olan ve kazmin bilimsel
danismanlhigin1 yapan Ankara Universitesi Arkeoloji Boliimiinden Dog. Dr. Hakan
Serdar OZTANER’e ve iskeletleri temin etmemde yardimlarini esirgemeyen Aydin

[1i Miize Baskan1 Yilmaz AKKAN’a ve Aynur AKKAN’a,

Dislerden pulpa ¢ikarmamda yardimci olan Tunca Agiz ve Dis Saghgi

Merkezi ve dis hekimlerine,
Cok tesekkiir ediyorum.....

Hayatimm her asamasinda ozelliklede egitim donemimde aldigim biitiin
kararlarda arkamda olan, maddi ve manevi herzaman benim yanimda olan, egitimim
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Anadolu’nun, uzun tarihi boyunca cografi konumu kadar stratejik durumu
da diinyanin degisik cografyalar ile etkilesim i¢inde olmustur ve farkl kiiltiirlere
sahip topluluklar tarafindan yurt edinilmistir. Anadolu, bir¢ok prehistorik
medineyete ev sahipligi yapmasindan dolay1 Tiirk bilim adamlar1 kadar diinyanin

bir¢ok iilkesindeki aragtirmacilarin da ilgisini ¢gekmistir (Demirel, 2011).

Anadolu’nun farkl: kiiltiirel ve biyolojik ¢esitliligi barindirmasmdan dolay1
antropolojik ag¢idan olduk¢a zengin olan tilkemizde bir¢ok arkeolojik ve antropolojik
kazilar yapilmistir ve halen devam eden kazilar vardir. Kazilarda bircok iskelet serisi
elde edilmis ve eski insanlarm morfolojik yapilari, demografisi, ortalama Omiir
uzunlugunun saptanmasi, boy uzunluklari, paleopatolojik bulgular, beslenme
sekilleri gibi konularda paleoantropolojik agidan arastirmalar yapilmistir. Yapilan bu
arastirmalar  bircok yiiksek lisans ve doktora tezinde yerini almistir
(Gozliik, 1998; Ozdemir, 2008; Cirak, 2009; Ozcan, 2010; Arihan, 2013; Dagtas,
2013; Acar, 2015; Yaka, 2015). Yapilan ¢alismalarda, arkeologlar i¢in kazilardan
cikarillan materyaller, ge¢cmisin aydinlatilmasi i¢in 6nemli olurken, antropologlar
icin de kazidan ¢ikarilan iskelet Ornekleri tlizerinde yapilan morfolojik caligmalar
merak edilen bir¢ok soruyu cevaplamaktadir. Tarihgiler, arkeologlar, paleontologlar,
antropologlar, biyologlar, dil bilimciler insan kokenini merak etmistir ve
popiilasyonlarinin kdkeni hakkinda yapmis olduklar1 ¢aligmalar sonucunda ¢esitli
bilgilere ulasmislardir. Molekiiler antropolojinin ortaya ¢ikmast ve genetik
teknolojinin antropoloji alaninda kullanilmasi ile birlikte, kazidan ¢ikartilan 6rnekler

iizerinde yapilan molekiiler analizler son yillarda sosyal bilimler adma biiyilik bir



onem kazanmustir. Ozellikle de molekiiler antropologlar bu alan ile daha cok
ilgilenmeye baslamigtir. Bunun nedeni sahip oldugumuz DNA’larin bize
atalarimizdan ge¢mis olmasi, baslangictan bu yana mutasyonlarmn birikmesi ve
sonugta giiniimiiz insanlarmin DNA’lar1 arasinda farkliliklarinin saptanmasidir. Bu
farkliliklar ile insanlarin genetik ge¢misinin tarihi ve akrabalarina 1gik tutacak

kayitlara ulagilmaktadir.

Arkeolojik kazilardan elde edilen biyolojik dokular, tarihi iskelet ornekleri,
dondurulmadan saklanan tibbi ornekler gibi DNA analizleri i¢in gereken o6zel
kosullarda saklanmamis materyallerden DNA eldesini i¢eren ¢alismalar1 antik DNA
calismalar1 olarak tanimmlamak miimkiindiir. Tarih Oncesi topluluklara ait kazi
bolgelerinden DNA elde edilmesi ile ilgili literatiir taramalar1 DNA analizlerinin
giicliiklerini anlatmakla baglar. Diisiik DNA kalitesi, DNA’nin ileri derecede
degrade olmasi, PZR inhibitorlerinin yogunlugu ve yiiksek kontaminasyon riski
sebebiyle antik DNA analizlerinde DNA elde edilmesi i¢in kullanilan yontem biiyiik
onem kazanmaktadir (Roux, 1995; Parr ve ark., 1996; Paédbo ve ark., 2004; Rohland
ve Hofreiter, 2007). Bu sebeple DNA izolasyonu antik DNA analizlerinin en can
alic1 asamasidir (Rohland and Hofreiter, 2007). DNA izolasyonu kadar 6nemli olan
diger faktorler ise; kalintilarin izolasyon Oncesi ele alinig sekilleri ile birlikte kazinin
ne kadar eski oldugu, kazi bolgesinin iklimi, kazi alanindaki topragin yapisi ve
icerigi ile nemlilik durumudur. Bu gercek, antik DNA calismalarinda protokol
olusturmanin giic oldugunu ve her kazi bolgesinin farkli uygulamalar

gerektirebilecegini gostermektedir.

Bu calismada, Tiirkiye’de farkl iklim 6zelliklerine sahip olan ve farkl tarihi

donemlere ait kazilardan ¢ikartilan degrade olmus kemik ve dis 6rneklerinden DNA



elde edilerek cinsiyet tespitinin yapilmas: ve bdylelikle antropolojik metotlarin
cinsiyeti belirlemede yetersiz kaldigi durumlarda DNA analizlerinin 6nemli ve

giivenilir oldugu anlatilmaktadir.

BOLUM:1 KAVRAMSAL ve KURAMSAL CERCEVE

1.1.Molekiiler Antropoloji

“’Molekiiler antropoloji’’ terimi ilk olarak 1962 yilinda Wenner Gren Vakfi
tarafindan gerceklestirilen‘’Siniflandirma ve Insan Evrimi’’konulu bir antropoloji
konferansinda biyokimyager Emile Zuckerkandl tarafindan one siiriilmiistiir.
Zuckerkandl, insan evrimi ¢aligmalarim1  biyomolekiillerin  yapisindaki
degisikliklerden yararlanarak incelenebilecegini belirtmistir. Molekiiler antropoloji
terimi aslinda bir ¢esit antropolojinin alt dali gibi géziikmesine ragmen, antropolojik
sorulara yonelik uygulanan biyokimyasal teknolojiye dayanmaktadir. Zuckerkandl
“’biyokimyasal antropolojiyi’’olusturan unsurlara dikkat ¢ekerek, insan ve goriller
arasinda sadece 287 amino asidin farkli oldugu iizerinde durmustur. Bundan
oldukga etkilenen Zuckerkandl, hemoglobinin yapisina dikkat ¢ekerek gorilin sadece
normal olmayan insan veya normal olmayan goril oldugunu belirterek, her iki tiiriin
de aslinda bir popiilasyonun devamidir seklinde disiinmiistiir. Kongre
katilimcilarinda paleomemalog uzmani George Gaylord Simpson farkli bir bakis
agistyla yaklasarak bu diisiinceye katilmadigini belirterek, hemoglobinin yanlig bir
se¢im oldugunu, insan ve gorilin aslinda birbirinden biyolojik karsilagtirmalar ile
ayrilabilecegini ancak, bunun sadece hemoglobine dayali olmamasi gerektigini

vurgulamigtir. Molekiiler evrimin yeni gelismesi ve bu alanla ilgilenenlerin



aragtirmacilardan ¢ok teknolojistlerin olmasi nedeniyle molekiiler antropolojinin
gelisim siirecinde ¢esitli fikirler ileri siiriilmiistiir. Iinsan wklar1 arasindaki akrabalik
iligkilerini serolojik olarak belirlemek amaciyla William C.Boyd tarafindan 1963
yilinda insan popiilasyonu ve genetik g¢alismalar yapilmistir. Cavalli-Sfarza ve
Edward tarafindan insan popiilasyonuna ait istatiksel olarak morfometrik ve genetik
bilgiler bulmustur. Buna gore, Avrupalilar, Asyalilar ve Afrikalilar birbirlerine yakin
akrabadir. Ancak bu yontemler ayr1 olarak incelendiginde yani morfolojik 6zellikler
bakimimdan karsilastirildiginda Asya ve Avrupalilar birbirlerine yakin iken, genetik
calismalar sonucunda Avrupali ve Afrikalilarin birbirine yakin oldugu belirtilmistir.
Bu belirsizlik i¢inde olan tartigmalar 1980 yilinda mitokondriyal Havva’nin gelisine
kadar devam etmistir. Antropolojik sorulara karsit molekiiler, serolojik, hematolojik
ve genetik yaklasimlar uzun siire devam etmistir. Molekiiler veriler ile antropolojik
yaklasimlar arasinda olusan bag, molekiiler antropolojiyi ortaya ¢ikarmistir (Marks,
2002). Mitokondriyal DNA’nin ve modern DNA’nmn kesfi ve daha sonra 1984
yilinda antik DNA calismalarinin baslamasi ile molekiiler antropoloji alaninda
yapilan calismalar artmustir. Insan evrimi ve genetik ¢esitlilik gibi antropologlar
tarafindan merak edilen konular, genetik teknolojinin antropolojide kullanilmasi ile
molekiiler antropoloji bilim dali ortaya ¢ikmistir. Boylelikle insan atalarinin izlemis
oldugu go¢ yollar1 ve niifus dagilimlarinin belirlenmesine olanak saglamis, insan
evrimi ile genetik bilgiler elde edilmistir. 1981 yilinda Mitokondriyal DNA Insan
Genom Projesi tamamlanmistir ve bu proje verileri molekiiler antropoloji agisindan
onem arz etmektedir (Stoneking, 2016). 1985 yilinda PZR’m kesfi ile antik DNA

alaninda yapilan ¢aligmalar artmis ve molekiiler antropoloji 2000 yilindan sonra tiim



diinyada daha popiiler hale gelmistir (Akbaba, 2012). Molekiiler antropoloji genel

olarak,

[EEN

. Insan olmayan primat toplumlarda molekiiler genetik varyasyon modelleri

2. Insan ve insan olmayan primat genlerinin karsilastiriimasi

3. Cesitli modern insan popiilasyonlarinin genetik varyasyon modelleri

4. Antik Orneklerden genetik bilginin ortaya c¢ikartilmasi  konularini

kapsamaktadir.
1.2. Antik DNA Cahsmalan

Iskelet iizerindeki bilgilerin elde edilmesinde antropologlar tarafindan
yapilan c¢aligmalarda yas tayini, cinsiyet tayini, boy tahmini gibi biyolojik profili
belirlemede kullanilan temel karakterler belirlenmistir. Arkeologlarinda bu alanda
calismasiyla birlikte giiniimiiz ve eski popiilasyonlar arasindaki farkliliklar hakkinda
bilgi edinilmeye baslanmustir (Altungul, 2001). 1953 yilinda James Watson ve
Francis Crick tarafindan DNA’nin kesfedilmesi ile iskeletlerden genetik bilgiler elde
edilmeye baslamistir. 1984 yilinda California Universitesi'nden Higuchi ve
arkadaslar1, Gliney Afrika’da yasamis ve soyu tiikenmis olan bir zebraya ait (Equus
quagga quagga) deri kalintilarindan DNA elde ederek, dizileme yapmis ve modern
zebra ile filogenetik yakmligini belirlemislerdir. Bu ¢alisma literatiirde gegen ilk
antik DNA ¢alismasidir (Higuchi ve ark., 1984). Bu ¢alismanin hemen sonrasinda
Svante Péadbo ve ekibi tarafindan 1985 yilinda 23 fakli mumya tizerinde calisilmis ve
bunlarin birinden (2430 yillik bir gocuk) DNA dizileri elde edilmistir. Yapilan bu ilk
caligmalarda niikleer DNA’nin bir boliimiiniin yok olmasindan dolayr mitokondriyal

DNA c¢alisilmistir. Ayrica Pddbo bu calismada 23 farkli mumya Ornegini



mikroskopta inceleyerek, dokulardaki hiicresel degisimleri gézlemlemis ve viicut
yiizeyinden aldig1 dokularda dehidratasyonun i¢ kisimlara gore daha cabuk
gelistigini, bundan dolay1 da viicut ylizeyinin daha iyi korundugu sonucuna varmistir
(Padbo ve ark., 1985). 1985 yilinda C. Mullis ve arkadaslari tarafindan PZR’in
kesfedilmesiyle birlikte yapilan ¢caligmalarin alani geniglemis, daha hizli ¢aligilmaya
baslanmigtir (Mullis ve ark, 1986). DNA zincirinin dnceden belirlenen ve istenilen
bir bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu, antik DNA
calismalar1 icin de kullanilmaya baslanmistr ve molekiiler antropoloji
caligmalarinda tablo-1’de gosterildigi gibi devrim niteligi tasiyan bir yontem olarak,

yapilacak olan DNA analizlerinde yerini almistir (Rizzi ve ark., 2012).



Tablo-1 Antik DNA ¢alismalarinin Antropoloji’de kullanim alanlar1 (Kaestle ve
Horsburgh, 2002)

Uygulamalar

Icerdigi Konular

Molekiiler Belirteg

Cinsiyet
Belirleme

Evlilikleri ve gémii bi¢cimlerini anlama, cinsiyetler
arasindaki farkli 6liim oranlari, cinsiyetlere bagl
goriilen hastaliklar, beslenme sekillerini anlamaya
yonelik yapilan ¢caligmalar

Cinsiyet Belirleyen
Kromozomlar

Insana ait
olmayan
aDNA

Beslenme sekilleri ve avlanmayi, bitkilerin ve
hayvanlarin evcillestirilmesini, insan popiilasyonu
ile ayn1 ortamda biiyliyen hayvanlarin
belirlenmesini, tarih 6ncesi ve gliniimiizde
goriilen hastaliklarin belirlenmesi

Mitokondriyal
DNA,
Kloroplast ve
Otozomal DNA

Akrabalik
iligkisi

Sosyal yapiyi, statiiyii, evlik sekillerini, yapilan
gogleri ve 6lii gomme geleneklerini anlamaya
yonelik yapilan ¢aligmalar

Mitokondriyal
DNA, cinsiyet
kromozomu ve
otozomal
mikrosatellitler

Popiilasyon
devami ve
niifus
hareketliligi

Tarih 6ncesi poplilasyonun gog¢ hareketini, gruplar
arasindaki ata-torun iligkisini, eski gruplar
arasindaki morfolojik veya kiiltiirel kalintilar
arasinda benzerlik veya farkliligi anlamaya
yonelik yapilan ¢aligmalar

Mitokondriyal
DNA, cinsiyet
kromozomu ve
otozomal DNA

Filogenetik
analizler

Tiirlerin evrimsel sekilleri ve modern insanin
kokenini anlamaya yonelik ¢aligmalar

Mitokondriyal
DNA, cinsiyet
kromozomu ve
otozomal DNA




1.2.1. Antik DNA Cahsmalarinin Kullanim Alanlan

Antik DNA caligsmalari; tiirlerin evrimi, insanhigin baslangici, tarimsal tiretim
veya medeniyetin baglangici, bitki ve hayvanlarin evrimi, ge¢miste yasamis
insanlarin ge¢irmis oldugu hastaliklar gibi genis kapsamli sorulara cevap vermeye
caligmak icin bilim adamlar1 i¢in giderek 6nemli bir ara¢ haline gelmistir (Gusta,

1996; Hannison ve Foley, 2007; Llamas ve ark., 2016).
1.2.1.1. Birey Diizeyinde Yapilan Calismalar

Hem adli bilimlerde hem de antik DNA calismalarinda birey diizeyinde
kimliklendirme c¢aligmalar1 6nemli bir yere sahiptir. Baz1 durumlarda (ayn1 yas ve
cinsiyete sahip, kacmrilmig bir birey) kimliklendirmenin yapilmasi miimkiindiir,
ancak kesin bir sonug icin DNA analizlerine ihtiya¢ duyulur. Iskelet kalintilarindan
biyolojik profili belirleyebilmek i¢in uygulanacak en iyi yontem DNA analizidir.
Adli bilimlerde elde edilen DNA ile, bireye ait genetik bir profil olusturulur ve
bireyin yakinlarindan alinan DNA 6rnegi ile karsilastirma yapilarak genetik profilin
belirlenmesi ile kimliklendirme yapilir. Kitlesel Oliimlerde, toplu mezarlarda,
cinayet kurbanlarinda, kagirilma durumlarinda DNA analizleri kullanilir (Hagelberg
ve ark., 1991). Olmiis olan bir bireyin yasayan torunlari ya da bilinmeyen aileleri ile
olan bagi, aDNA c¢alismalar1 ile belirlenebilir ancak, yiizlerce ya da binlerce yil
oncesine ait bir bireyin torunlarin1 tanimlamak oldukg¢a zordur. Eski ¢agda yasamis
bir birey ile benzer Ozelliklere sahip modern ¢agda yasayan bireylerin bu
ozelliklerinin diger modern ¢ag bireylerinde benzerlik gdstermemesi agisindan anne

soyunun arastirilmas: gerekir. Ancak, bu arastirmayla ilgili birkag¢ zorlayici unsur



vardrr. 11k olarak, binlerce y1l dnce hayatta olan bircok insanin ya soyu tiikkenmis ya
da cok fazla soyu tliremistir (biiylik olasilikla, niifus dagilimi olmustur). Diger
zorlayict unsur ise, eger annelerin diinyaya getirdigi kiz ¢ocuklarmin sayis1 her
kadin bagina hayatta olan bir kiz ¢cocugu ortalamasii takip ederse, herhangi bir
annenin mtDNA’sinin 100 nesil (yaklagik insan hayatmin 2000 yilma es) canli
kalma olasilig1 %2’den daha az olmaktadir. Bu nedenle, 2000 y1l 6nce hayatta olan
bircok kadinin nesli artik devam etmiyor olacaktir. Diger taraftan, bugiin hayatta
olan insanlarin biliylik cogunlugu 2000 yil 6nce hayatta olan kadinlarin sayica
oldukca az oldugu bir mitokondriyal soy arastirmasinda kendi soylarini
izleyebileceklerdir. Ancak, bu “sansli” kadinlarin bir kismi soylar1 hayatta kalmayan
bireylerle en azindan anne tarafindan akraba olursa, modern soylar ve binlerce yil
tarih Oncesinden gelen bu soylar arasindaki eslestirmelerin (veya yakin-
eslestirmeler) daha fazla meydana gelecegi diisiiniilebilir. Hayatta olan insanlar1
gecmiste yasamis bir bireyle bagdastirmanin diger bir zor yani da anne ve/veya baba
soyunu kullanarak direk bir iligkiyi saf dis1 birakmanin miimkiin olmamasidir.
Ciinkii mtDNA anneden gelir, fakat niikleer DNA ebeveynlerin her ikisinden de esit
sekilde gelmektedir, bunun yaninda, bir bireyin % 100 mtDNA’s1 yalnizca 1/16
oraninda bliyiik-biiyiik dede ve ninesinden gelmektedir, soyle ki; atalarin, bir bireyin
niikleer DNA’sina katkisi niikleer DNA’nm 1/16 ya da %6 oranindadir. Bu nedenle
mitokondriyal DNA birgok soyun yalnizca bir disisinden gelmektedir ve bu disi
bir¢ok benzerlik icinde yalnizca bir benzerlikle uyumludur. Eger, eskiden hayatta
olan bir disinin wksal baglantis1 yalnizca bir eril (6rnegin; biiylik-biiyiik-biiyiik dede)
iceriyorsa, bu durumda bu baglantinin mitokondriyal sinyali kaybolur. Baba

tarafindan gelenlerin diginda Y- Kromozomu DNA i¢in de ayn1 durum gegerlidir. Bu



nedenle modern ¢agda yasayan bireyler aDNA bilgilerini kullanarak tarih ncesinde
yasayan atalarini muhtemelen bulabilmelerine ragmen, kesin olarak bir sonuca

varamayacaklardir (Kaestle ve Horsburgh, 2002).

Birey diizeyinde yapilan antik DNA ¢alismalarinda X ve Y kromozomlar1
kullanilarak cinsiyet belirlenebilmektedir. Kazidan ¢ok fazla tahrip olmus sekilde
cikarilan ve karigik halde bulunan bireylerin minimum birey sayismni belirlemede X
ve Y kromozomlar1 belirlenerek cinsiyet tespiti yapilir. Ayrica iskeletler iizerinde
yapilan morfolojik 6zellikler, genetik veya bulasici bir hastaliga dair bir isaret
veriyorsa aDNA analizleri ile hastaligin neden oldugu mikroorganizma belirlenebilir

(Kaestle ve Hoursburgh, 2004).

Cinsiyet belirlemenin disinda, bireylerin otozomal kromozomlarinda olusan
varyasyonlardan yararlanilabilir. Ornegin, bdlgenin tarihi yapis1 da goz oniinde
bulundurularak, bireyin morfolojik olarak incelenmesi ile genetik bir hastaliktan
stiphelenildigi durumda DNA analizi yapilarak, mutasyonlar tespit edilebilir.
Ornegin Abraham Lincoln’m Marfan Sendromu oldugunu one siiren arastirmacilar
vardir (McKuisck, 1991; Reilly, 2000). 15.kromozom {izerinde yerlesmis olan
fibrillin geninde olusan mutasyonlar sonucunda Marfan Sendromu olusur (Ramirez
ve ark., 1993). Marfan Sendromu belirtilerinden olan, asir1 uzun boy, uzun kol ve
uzun eller Lincoln’da ve Lincoln’un atalarinda goriilmiistiir. Lincoln’un 6liimiinden
sonra, doku 6rneginden aDNA c¢aligmas1 yapilmak istenmistir, fakat bu ¢aligmanin

etik olmayacagi goriisiinden dolayi ¢alismaya izin verilmemistir (Reilly, 2000).

Modern insanlar ve diger hominidler arasindaki iliski tanimi aDNA

teknikleri kullamlarak incelenmistir (Krings ve ark., 2000). Evrimsel tarihimizdeki
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Neandertallarin durumu, benzer olarak tanimlandiklarindan beri tartisilmaktadir,
fakat bir Neandertal tiir 6rneginden elde edilen mitokondriyal dizinin bir kismini
icerdigi belirtilen modern insanlarla benzer ozelliklere sahip degildir. iki farkl
Neandertal bireyin mitokondriyal dizini, Neandertal DNA dizisinin orijinal yayini
basildig1 tarihten itibaren (Krings ve ark., 2000;Ovcinnikov ve ark., 2000)
Neandertal mitokondriyal DNA dizileri modern bireylerden farklilik gostermektedir.
Tir ya da alttiir durumu ve genetik ozellikler ile mitokondriyal dizi farklilig:
arasindaki iliski ¢ok iyi anlagilmamaktadir, fakat modern insanlar arasindaki
farkliliklar karsilastirildiginda bu bireyler arasindaki farklilik oldukga yiiksek

derecede gozlemlenmektedir (Kaestle ve Horsburgh, 2002; Caramelli ve ark., 2003).

1.2.1.2. Cinsiyetin Belirlenmesi

Paleoantropoloji alaninda iskeletler iizerinde yapilan ¢alismalarda bireyin
cinsiyetinin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir (Gozliik, 1998; Cirak, 2009; Singh ve Garg,
2014; Mittnik ve ark., 2016). Cinsiyet belirlemede morfolojik ve metrik yontemler
kullanilmaktadir. Morfolojik yontemde kafatasi ve pelvis basta olmak tlizere kadin
ve erkekte cinsiyet farkliligi gosteren tiim kemikler morfolojik olarak incelenir
(Krogman ve Iscan, 1986; Simon, 1998; Ubelaker, 2008). Ozelliklede yetiskinlerde
cinsiyet belirlenirken, en cok pelvisten yaralanilir, ¢linkii cinsiyetler arasindaki
fonksiyonel fakliliklarin direkt iliskili oldugu bdlge pelvistir. Ancak bu yontem
cocuklarda kullanilmaz, c¢ilinkii iskeletteki cinsiyet farklihigi ergenlikten Once
belirsizdir. Iskelette tiim kemikler parcalanmamis ve tam olarak bulunuyorsa %100,
sadece pelvis tam olarak bulunuyorsa %95, sadece kafatasindan ise %92, pelvis ve
kafatasinin ~ birlikte  bulundugu  durumlarda %98  oraninda  cinsiyet

belirlenebilmektedir (Buikstra ve Ubelaker, 1994). Hummel ve arkadaslaria (2000)
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gore ise, yetigkin bir bireyde kafatasi ve kalga kemigi par¢galanmamis halde olsa bile,
morfolojik incelemelerde cinsiyet belirlerken yaklasik %12 oraninda hata
olabilmektedir (Hummel ve ark., 2000). Kazilardan iskeletler tam halde ¢ikartilmis

olsa bile, kafatas1 ve pelviste cinsiyet farkliligi olmaktadir.

Kafatasinin ve pelvisin morfolojik olarak incelendigi durumlarda bazi
kriterlerden yararlanilir. Kafatasi inceleniyor ise; kafatasinin hacmi, mastoit ¢ikinti,
oksipital bolgedeki kas yapisma izleri, frontal ve pariental cikinti, supraorbital
kenarmn biiyiikligii, alinin sekli, elmacik kemiginin sekli, altgene, temporal ¢izginin
sekli, damagin sekli ve biyiikligi, glabellanin c¢ikintili olmasi ve dislere
bakilmaktadir. Pelvisin incelendigi durumda ise; kas yapisma izlerine, pubis agismnin
sekline, pelvis boslugunun sekline, sacrumun, iliumun ve symphysis pubisin
yapisina bakilarak cinsiyet tayini yapilmaktadir (Gozliikk, 1998; Cirak, 2009; Yasar,
2012). Kafatas1 veya pelvisin bulunmadigi durumlarda uzun kemikler anatomi, adli
antropoloji ve adli tipta dnemli bir rol oynamaktadir (Otag ve Cimen, 2003). Black
(1978), femur kemiginin orta saft ¢evresinin Ol¢limiine dayanarak ve uzun
kemiklerin uzunluguna gore cinsiyet tespitini gelistirmistir (Black, 1978). Otag ve
Cimen (2003), kadin ve erkeklere ait toplamda 226 femur kemiginden morfometrik
yontemlerle cinsiyet tespiti yapmustir. Calismanin sonucunu bes popiilasyonda
femurdan yapilan cinsiyet tespiti ¢aligmalari ile karsilastirmuslardir ve bulduklari
sonuglarm dogruluk oraninin diisiik oldugunu belirtmislerdir (Otag ve Cimen, 2003).
Toplu bir sekilde gomiilen ve cinsiyeti bilinmeyen bireylerin calcaneus ve talus
kemigi kullanilarak aritmetik ortalama hesabu ile cinsiyet belirlenebilmektedir (Acar,
2014). Bunun diginda cinsiyet belirleme ile ilgili ¢calisma yapan aragtirmacilarin

bazilar1 ayak Olciisiinii temel alan ¢aligmalara dikkat ¢ekmistir. Bununla ilgili elde
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edilen veriler, adli durumlara uygun olmaktadir, ¢iinkii ayak kemikleri, ayakkabinin
icinde kendisini fosillesmeye karsit koruyabilmektedir, diger bir sekilde ayak

kemikleri kendisini iskeletin geri kalanindan ayirabilmektedir (Ubelaker, 2008).

Pargalanmig iskelet kalintilarinda veya seksiiel farkliliklarin tam olarak
belirmedigi yaslardaki bireylere ait iskeletlerde morfolojik ve metrik yontemler ile
cinsiyetin belirlenmesi miimkiin olmadig1 igin, cinsiyeti molekiiler testlerle
belirleme alternatif bir yontem olmaktadir. Ancak, DNA analizinde yapilacak
islemler tam olarak yapilmaz ise veya kontaminasyon olusursa, hatali sonuclar
ortaya ¢ikmaktadir (Faerman, 1995; O’Rourke ve ark., 2000a; Kaestle ve
Horsburgh, 2002; Malaver ve Yunis, 2003; Pédibo ve ark., 2004; Skoglund ve ark.,

2014).

DNA izolasyonu ve kimliklendirme ile ilgili teknolojinin ilerlemesiyle
arastirmacilara yeni bir kap1 a¢ilmistir. Bireylerde bulunan DNA’nin ¢ogu kusaktan
kusaga aktarilir ve mayoz bdliinme ile olusan gamet, her bir bireyi kendi
anne/babasindan bireysel olarak essiz yapar. DNA’nin 6zel bir bolgesi ise hig
degismez ve anne/babadan c¢ocuga degismeden aktarilir. Bunlardan birisi Y
kromozomudur ve babadan erkek cocuga aktarilir, diger bir gen bdlgesi ise
mtDNA’dir ve anneden ¢ocuga aktarilir. DNA’daki Y kromozomu genetik bir
soyad1 gibidir ve baba soyunun izini belirlemede kullanilir. Mitokondriyal DNA ise
her iki soyun izini belirlemede kullanilir. Cinsiyet kromozomlari iizerinde bulunan
mitokondriyal DNA ve Y kromozomu ile cinsiyet belirlenir ve adli ¢aligmalarda
kimliklendirme c¢alismalarinda ¢ok oOnemlidir. Antik DNA ¢alismalarinda da
morfolojik olarak inceleme yapilamayan durumlarda DNA analizleri énemli rol

oynar. Antik DNA ¢alismalarinda da gog¢ yollarmin belirlenmesi basta olmak tizere
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genetik hastaliklarda ve eski toplumlarin yasamis oldugu cografik bolgede olusan
varyasyonlarin belirlenmesi i¢in Oncelikle iskeletlerin cinsiyetlerinin belirlenmesi

gerekir (Singh ve Garg, 2014).

Cocuklarin ve parcalanmig iskelet buluntularmin cinsiyetinin belirlenmesi
morfolojik olarak zor oldugu igin kesin bir sonu¢ vermeyebilir. Bu yiizden
antropolojik arastirmalarda kullanilan molekiiler yontemler ile cinsiyet belirleme
testleri, morfolojik incelemeler ile karsilastrma yapilarak, sonuglarin giivenilirligi

saglanir (Stone, 1996; Mittnik ve ark., 2016).

DYZ1 ve DYZ2, Y kromozomu iizerinde tekrar eden dizilimlerdir ve bunlar
kromozomun sonunda yer alwr. DXZ3, X kromozomu iizerinde tekrar eden
dizilimdir. Bu tekrar eden dizilimler, kromozom i¢in spesifiktir ve her birinin
yiizlerce kopyasi vardir. Cok fazla sayida kopyalanmasindan dolayi, tekrar eden
dizilimler, tek kopya dizilimlerine gore daha kolay ¢ogalir (Ovchinnikov ve ark.,

1998).

X ve Y kromozom dizilimlerinden olusan ve %90 homolog olan,
cinsiyetimizi belirleyen gen bolgesi ‘’amelogenin’’dir (Sullivan ve ark., 1993).
Antik orneklerdeki DNA miktar1 ve kalitesi daha diisiik olmasina ragmen, ¢cok az
miktardaki DNA, PZR asamasinda c¢ogalabilir (Tekeli, 2010). Amelogenin,
memelilerde bulunan dis gelisiminde rolii olan bir proteindir. Bu gen bdlgesi hem X
hem de Y kromozomunda bulunur. Faerman ve arkadaslar1 (1995) amelogenin gen
bolgesini inceleyerek insan iskeletlerinin cinsiyetini belirlemislerdir. Yapmus
olduklar1 ¢alismanin sonucunda X ve Y amelogenin primerlerinin olduk¢a duyarl ve

giivenilir oldugunu belirtmis ve morfolojik incelemeler ile bu sonucu
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desteklemislerdir (Faerman ve ark., 1995). Amelogenin geninin X kromozomu 106
be¢’lik, Y kromozomu da 112 bg’lik bir bolgede amplifikasyon olusturur (Sullivan ve
ark., 1993). Ancak bazen PZR asamasinda sadece X veya Y’nin amplifikasyonu
olusmaktadir. Bu durum PZR islemlerinde allel kaymasi olarak bilinir. Bu
problemin ¢oziimii i¢in PZR islemi birka¢ kez tekrarlanmalidir (Handt ve ark.,
1994). Amelogenin gen bdlgesinin giivenirligini tespit etmek icin yapilan bir
calismada 18. ve 19.ylizyila ait Londra’da bulunan bir manastir ¢evresinden cinsiyeti
bilinen 13 adet insan iskeletine ait kalintilar ¢alisilmistir. Bunlardan sadece bir
tanesinde DNA yetersiz gelmis, diger Orneklerden basarili bir sekilde DNA
cogaltilmis ve amelogenin gen bdlgesinin dogrulugu, morfolojik incelemeler ile

desteklenmistir (Faerman ve ark., 1998).

Kanada’nin Egerton mezarhginda M.O. 12-19. yiizy1l olarak tarihlendirilen
mezarlardan 263’1 acgilmis ve bu mezarlardan 6lii dogan veya yeni dogan 132 birey
cikartilmistir. Bebeklerde morfolojik incelemeler yapilmis ve %60 oraninda disi
oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonu¢ oranmin, beklenen sonuglardan daha fazla
Olmasi, arastirmacilar tarafindan saskinliga neden olmustur, ¢iinkii gémii ile elde
edilen bilgilere gore, yeni dogan veya Olii dogan bu bebekler vaftiz edilmeden
gomiilmiistiir. Bebek oOliimlerinde morfolojik veya DNA analizleri ile cinsiyet
belirlemede yapilan tahminler sonuglarin yorumlanmasinda 6nyargi olusturmustur.
Genetik analizler ile yeni dogan/6lii dogan birey sayist 121 olarak bulunmustur.
Bebek ve ¢ocuklarin cinsiyetinin morfolojik olarak belirlenmesinin hatali sonuglara

neden oldugu goriilmistiir (Hummel ve ark., 2000; Lassen ve ark., 2000).
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Cocuklarin cinsiyetinin belirlenmesi, arkeologlar agisindan mezar tipinin
ogrenilmesi ve sosyo-kiiltiirel yasami bilmek adina 6nemlidir. Cinsiyet belirlemenin
onemine dair farkli bir calisma Israil’de gergeklestirilmistir. Israil’deki arkeologlar
Ashkelon’da eski bir Roma Hamaminm altinda bulunan kanalizasyonu kazarken
yeni dogan bebek iskeletleriyle karsilasmislardir. Arkeologlar bu iskeletlerin
infantisit oldugunu diisiinmiislerdir. 43 iskelet lizerinde DNA analizi yapilmis, 43
ornekten 19’u sonu¢ vermistir ve bunlardan 14’iiniin erkek ¢ocuga, 5’inin de kiz
cocuga ait oldugu belirlenmistir. Yerlesim yeri incelendiginde ise; bu hamamin bir
genelev oldugu ve bulunan bu bebeklerin genelevde ¢alisan kadinlara ait oldugu ve
onlar tarafindan 6ldiiriildiigti sonucuna varilmistir. Ayrica kiz ¢ocuklarmin ileride
genelevde calistirilmak iizere sag tutuldugu da diistiniilmektedir (Faerman ve ark.,

1998).
1.2.1.3. Popiilasyon Diizeyinde Yapilan Calismalar

Ozellikle eski ¢cagda yasamis bireylerin tarih dncesi niifus hareketi ve niifus
devamliligi ya da niifus degisimine dair sorularm cevaplanabilmesi aDNA
calismalar1 ile miimkiin hale gelmistir. Eski ¢agda yasamis ve modern cagda
yasayan gruplarin, yakindan iligskisi olamayacagi disiliniiliirken, modern ¢agda
yasayan gruplarin atalarina yonelik genetik belirleyicilerin benzerlige sahip
olduklar1 diistintilmektedir (asir1 genetik siiriiklenme veya secici kuvvetler disinda).
Ayrica molekiiler ¢alismalarda kullanilan genetik belirleyiciler, smirli dagilimlara
sahiptirler ve iligkinin gostergesi olarak kullanilabilirler. Ata-torun iligkilerinin
belirlenmesinde antik DNA bilgisi, tek tarafli niifus devaminin test hipotezleri i¢in
kullanilabilir. Ornegin; Wang ve arkadaglar1 (2000), Linza - Cin arkeolojik

sitesinden ¢ikarilan eski donemde yasamig bir bireyin mitokondriyal dizi verilerini,
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yapmis olduklar1 calismada kullanmiglardir. Arastirmacilar, Linza ufkundaki
kalintilardan elde edilen bilgileri hem Linza hem de merkez ve Dogu Asya boyunca
yasayan, 6 biiyiik mitokondriyal haplogrubu tanimlayan modern ¢ag gruplari i¢inde
karsilastirmiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda glinlimiizdeki haplogrup frekanslari
ile caligilan Orneklerin frekanslarinin birbirinden ¢ok farkli olmadigi sonucuna
varmiglardir (Wang ve ark., 2000). Biraz daha genis agidan bakildiginda niifus
dagilimlarinin hareketli oldugu yerlesim yerlerinin incelenmesinde de aDNA
bilgisinden yararlanilir. Ornegin; aDNA kullanilarak kesfedilen dilsel ve arkeolojik
kanit, buglin Amerika’daki bazi tarih 6ncesi niifus hareketlerini géstermektedir (Parr
et al., 1996; Kaestle and Smith, 2001; Eshleman, 2002). O’Rourke ve arkadaslar
(2000a) Kuzey Amerika’dan gelen aDNA sonuglarinin, cografi degisikliklerin yerel
Kuzey Amerikalilar arasinda tespit edilenler ile benzer olduklarini belirtmesine
ragmen, bazi cografi seviyelerdeki analizler, bu benzerliklerin kullanildig1 analizler
ve yeni aDNA calismalarinin tiimiiniin Kuzey Amerika’nin bazi bolgelerindeki
genetik yok olus ve tarth Oncesi niifus hareketinin kanit1 olabilecegini
diistindiirmektedir (O’Rourke ve ark., 2000a). Antik DNA verileri ayn1 zamanda
tim kitalarin niifusga yogunlagsmasi gibi biiylik ¢apta niifus hareketleri tartismasini
da icerir. Ornegin, Kizilderililerin (Amerika’nin ilk vyerlileri) yasayan yerli
Amerikalilardan morfolojik olarak farkli oldugunun gdosterilmesi, Amerika’nin ilk
somiirgecilerinin yasayan yerli Amerikalilarin dogrudan atalar1 olmamasini gosterir.
Buna ragmen, eski ¢agda yasamis bu bireylerden elde edilen mitokondriyal
DNA’nin 6n analizleri, bugiine kadar {izerinde ¢alisilan Kizilderililerin biiyiik
cogunlugunu igeren ve yasayan yerli Amerikalilar arasinda bulunan mitokondriyal

haplogruplarin varligint dogrulamaktadwr. Bu bilgiler, buradaki ilk yerlilerin ve
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modern yerli Amerikalilar arasindaki siirekliligin en azindan belli bir derece var
oldugunu gostermektedir. Bir¢ok cografi bolgeden elde edilen iskelet buluntulari
iizerinde morfolojik teknikler gelistirilmistir, ancak iskelet tam olmadigi igin
kullanilan tekniklerin dogrulugu sinirli olmustur. iskelet buluntular: ile yapilacak
popiilasyon c¢alismalarinda aDNA analizleri disinda arkeolojiye (popiilasyonlar
arasindaki akrabalik iliskisinin belirlenmesi) ve adli antropolojiye (Iskeletten
biyolojik profili belirlemek icin) ihtiya¢ duyulur. Popiilasyon caligmalarinda, DNA

analizleri bireye ait en iyi bilgiyi verir (Kaestle ve Hoursburgh, 2002).

Insan popiilasyon tarihi ve evriminde, Avrupa’da Neolitiklesme siirecinde
aDNA teknikleri kullanilarak arastirmalar yapilmustir. Insan evrimi calismalarmda
arkaik insanlar ve onlarm modern insanlar ile olan iliskini arastirmak i¢cin yapilan
calismalar vardir. Neanderthal ve Denisova insanlar1 bu calismalar i¢inde en
onemlisidir. Landmark, Neanderthal mtDNA’s1 ile bir¢ok g¢alisma yapmistir ve
bugiinkii atalarimiza ¢ok az bir gen akisi olsa bile Neanderthaller’in ayr1 bir
popiilasyon oldugu sonucuna varmistir (Noonan ve ark., 2006). Ancak son yapilan
calismalarda bugiin ki atalarimizin Afrika popiilasyonundan yaklasik yiiz bin yil
once Afrika’dan geldigini gosterse bile, genlerimizin az bir oranda Denisova ve
Neandertallerden geldigini gosteren ¢aligmalar vardir (Krause ve ark., 2010; Reich

ve ark., 2010; Lalueza-Fox ve Gilbert, 2011; Lowery ve ark., 2013).
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1.2.1.4. Beslenme Seklinin Belirlenmesi

Antik DNA c¢aligmalar1 ile bugday ve musirin tarihgesi hakkinda bilgi elde
edilmis, (Brown ve Brown, 1992), parsdmenin ve boyanin kaynagi belirlenmistir
(Reese ve ark., 1996). insan mtDNA’smin 12S ve 16S RNA’s1 ¢ogaltildig: gibi,
hayvanlarda da kimliklendirme c¢aligmalarinda gen bdlgeleri g¢ogaltilmis, bitki
kloroplastinda bulunan rbcL gen bolgesi gogaltilarak, insanlarin beslenme sekilleri
hakkinda veriler elde edilmistir (Hardy ve ark., 1995; Poinar ve ark., 2001;
Kaestleve Horsburg, 2002; Daskalaki, 2004). Tiirkiye’de basta Catalhdyiik olmak
iizere Anadolu’nun diger kazilarindan ¢ikartilan komiirlesmis bugday tohumlarindan
Bilgic ve arkadaslar1 (2016) tarafindan DNA dizisi ¢ikartilarak giliniimiiz bugday
tirleri 1ile karsilastirilmistir.  Arastirmacilar, antik bugday tohumlarmin alt1
kromozomlu (hekzaploid) oldugu ve giiniimiizdeki ekmek bugdaymna (Triticum
aestivum) veya kabuksuz bugdaya (Triticum spelta) benzedigi sonucunu elde
etmiglerdir. Yapilan bu calisma, Orta Anadolu’nun bugdaymn evcillestirilmesinde
onemli bir bolge oldugunu ortaya koymustur (Bilgi¢ ve ark., 2016). Beslenme
sekillerinin belirlenmesinde besin maddeleri materyal olarak kullanildigi gibi tas
aletler tizerinde de bir ¢alisma yapilmistir. Kimura ve arkadaslar1 (2001) arkeolojik
tas aletleri iizerindeki biyolojik artiklarin, tarih 6ncesi insanlarin besin sekillerinin

belirlenmesinde potansiyel DNA kaynagi olarak kulanildigini belirtmektedir.

Etiyopya’da imal edilen tas aletlerin etno-deneysel arkeolojik bir caligmasini
ele alan arastirmacilar imalattan 1skartaya kadar cesitli asamalarda tas aletler
toplamiglar ve bunlardan elde edilen DNA’y1 basarili bir sekilde ¢ogaltmiglardir.
Ancak daha sonra arastirmacilar ¢ogalttiklar1 bu DNA’da tas1 kullanan kisiye ait

DNA’nin da bulundugunu ve bir kontaminasyon olustugunu bulmuslardir (Kimura
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ve ark., 2001). Bunun disinda yeni iiretilen obsidiyen bigaklarmin yikandiktan sonra
iizerindeki hiicrelerin korunup korunmadigma yonelik bir deney yapilmistir. Tas
aletleri yikandiktan sonra mikroskobik olarak incelenmistir. Yogun yikamanin
yiizeydeki mikro catlaklardaki hiicreleri silmedigi ve tas aletlerin aDNA kaynag1

olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir (Shanks ve ark., 2001).

1.2.1.5.Yerel Diizeyde Yapilan Cahsmalar

Genis popiilasyonlar hakkindaki sorularimizin ¢cogu, bu gruplarin akrabalik,
evlilik modeli ve bunun gibi aile konusunda sik¢a sorulan sorulari nasil
tanimladiklariyla ilgilenirken, bazi popiilasyonlarin yalnizca bir ya da birkag aileden
olugmalar1 agisindan aile ve yerel diizey arasindaki ayrim biraz ¢eliskilidir. Hem soy
hem de genetik ilerlemenin biiyiik oranda oniinii acan ve kii¢iik niifusa sahip
olmalar1 agisindan (Cavalli — Sforza ve Bodmer, 1999) 6zellikle avci / toplayict
grubundaki arkeolojik gruplarin daha az ¢esitlilige sahip olduklar1 diisiiniilmesine
ragmen, kismen daha biiylik popiilasyonlarda yapilan calismalar ile desteklenen,
tarih oncesi popiilasyonlarda mitokondriyal DNA’nin hiperdegisken bolgesi, modern
caga gore daha az gesitlilik gostermedigini teyit etmektedir. Soy orneginin direk
arastirilmasiyla ya da aDNA’dan elde edilen (Usher et al., 2002) genetik kodlar1
tanimlayabilmemiz adina son zamanlarda gelistirilen, gruplar ya da siniflar arasinda
ve icindeki anne tarafindan, baba tarafindan ve her iki taraftan gelen genetik
isaretlerde degisim diizeyleri tahminlerinin karsilastirilmasiyla ortak genetik
kaliplar1 ayirt etmek miimkiin olmaktadir (aile i¢i veya aile digindan evliliklerin
genel kaliplar1 ya da baba veya anne soyunun 6zel kaliplariyla). Yapilan genetik
calismalarin, morfolojik incelemeler ile benzerlik gostermesi bu tiir ¢aligmalar i¢in

onemlidir. Soguk alginlig1 ve yiiksek ates gibi benzer cevresel etkenlere uyum
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saglayan Amerika’daki iki frakli yerel grup ile yapilan aDNA c¢aligmalari, iki grup
icin benzer kafatast morfolojilerinin oldugunu ortaya koymustur (Herna'ndez,

1997).
1.2.1.6. Hastalhklarin Belirlenmesi

Gegmis toplumlarda goriilen hastaliklar; bulasic1 hastaliklar ve genetik
hastaliklar olarak iki kategoride incelenebilir. Kanser (papilloma virusu ve rahim
kanseri) gibi “’genetik’’> olan hastaliklar ayrica c¢evresel faktorlerden de
etkilenmektedir. Talasemi, clicelik, Gaucher sendromu gibi genetik hastaliklar,
iskeletteki degisiklikler gézlemlenerek eski popiilasyonlarda goriilmiistiir (Ortner ve
Putschar, 1981). Gegmis toplumlarda yasayan insanlarda bu tiir hastaliklar, genetik
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmistir. Filon ve arkadaslarmin (1995) yilinda yapmis
oldugu ¢alismada Israil’de 3800 yillik bir cocuga ait iskelet ortaya ¢ikarilmistir ve 8
yasinda 6len bu c¢ocugun iskelet patolojisi incelendiginde anemi bulunmustur.
Anemi, genetik ve cevresel sartlar nedeniyle olusmaktadir ve beslenme eksikligi,
orak hiicreli anemi ve talasemi de bu hastalig1 etkilemektedir. Hemoglobinin
bileseni olan [B-globin geni, 6len bu ¢ocukta bulunmustur. Bu hastalik, mutasyon
sonucu ortaya ¢ikmis olup, %2-10 oraninda Dogu Akdeniz bélgesinde
goriilmektedir (Filon ve ark., 1995). Tiiberkiiloz ve grip gibi hastaliklara neden olan
patojenler insan popiilasyonunu etkiler ve aDNA analizleriyle insan popiilasyonu
icin dogal seleksiyonun neden 6nemli oldugu belirlenebilmektedir (Stoneking,

2008).

Antik DNA analizleri ile gegmiste goriilen hastaliklara neden olan patojen

bulunmustur. Ilk patojen DNA, yaklasik 40 yillik parafinli dokuda bulunmustur
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(Shibata ve ark., 1988). 1918 yilinda salgin sonucunda 6lime neden olan grip
virlisit bulunmustur (Taubenberger ve ark., 1997). DNA patojenini mumyalanmis
dokulardan ve antik iskeletlerden elde etmek oldukca zordur, ¢iinkii her ne kadar
enfeksiyon tiim viicutta agir olarak yayilmis olsa da, elde edilen DNA’da ki bakteri
veya viriisiin toplam miktar1 ¢ok azdir. Ancak, hastaliklarin evrimi ve tarihsel
gelisimi hakkinda merak edilen sorulara aDNA calismalar1 ile cevap bulunabilir.
Ornegin tiiberkiiloz, tarih dncesi ¢aglarda insanlarda goriilen bir hastaliktir. Fiziksel
antropologlarin uzun silire tartismasma neden olan bu hastaligin Amerika’da
goriildiigi distiniiliiyordu ancak, yirminci ylizyilda bazi arastirmacilar, tiiberkiilozun
Yeni Diinya’da goriilmedigini, Eski Diinya’dan koken alarak tiim diinyaya
yayildigini diisiinmiislerdir. Bu fikir, insanlarin yerlesik hayata ge¢gmesi, hayvanlar1
evcillestirmesi ve tarimm gelismesi ile yayildig1 diisiincesine dayanmaktadir

(Buikstra, 1999).

Salo ve arkadaslarmin (1994), Peru’da 1000 yillik mumyalanmis akciger
dokusundan tiiberkiilozun M.tuberculosis, M.bovis, M.canetti, M.africanum ve
M.microti tiirlerini bulmasiyla, bu hastaligin Avrupa’ya gelmeden Once Yeni

Diinya’da goriildiiglinii ortaya koymustur (Salo ve ark., 1994)

Tiiberkiiloz, akciger gibi yumusak doku disinda Rothschild ve arkadaslari
(2001) metakarpalden DNA analizi yaparak tiiberkiiloz hastaligini bulmustur

(Rothschild ve ark., 2001).

Raoult ve arkadaslar1 (2000) 14. yiizyilda, Ortacag Kara Oliim salgminda
17-28 milyon kisinin (bu say1 popiilasyonun %30-40’1n1 olusturmaktadir) 6liimiine

sebep olan veba hastalig1 lizerine bir ¢caligma yapmustir. Vebanin fare ve pirelerden
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bulasarak oliime neden oldugu diisiiniilmiistiir. Veba hastaliginin etken bakterisi
olan Yersinia pestis’ten bagka Bacillus anthracis ve Ricetsia prowazekii
patojenlerininde oldugu diistinilmiistiir. Bu nedenle 23 iskelete (4’i ¢ocuktan, 9’u
kadin bireyden ve 10’u erkek bireyden) ait dis 6rneginin pulpasindan DNA elde
edilerek Y.pestis ve buna alternatif olarak B.anthracis ile Ricetsia prowazekii
amplifiye edilmistir. Iskeletlerden makroskobik ve morfolojik incelemeler yapilmis
olup, vebaya ait herhangi bir belirti bulunmamistir. Veba hastaligina neden olan
Yersinia pestis bakterisi, dis 6rneklerinin pulpasindan elde edilerek bulunmustur

(Raoult ve ark., 2000).

1960 yilinda Ispanya’da olusan patlama sonucunda bir¢ok insan Orkney’de
bulunan Norse mezarligima gémiilmiistiir. Mycobacterium laprae’nin kemiklerden
elde edilip edilemeyecegini belirlemek amaciyla bu mezardan iki farkl bireye ait
iskelet alinmustir. Oncelikle bu iskeletler iizerinde morfolojik incelemeler yapilmis
ve bunlardan biri leprozla uyumlu iskelet patolojisi gostermis, digerinde higbir
patolojik durum goriilmemistir. Patolojik bulgu goriilen bireyden elde edilen DNA
ile iskelette leproza sebep olan bakteri Mycobacterium laprae’nin varligini
dogrulamistir. Patolojik bulgu olmayan iskelette ise amplikasyon olusmamistir

(Taylor ve ark., 2000).

Barnes ve Thomas’a (2006) gore, hastaliklarin kokeni hakkinda bazi
sorunlarin tartigmaya neden oldugu diisiiniilse de antik DNA analizleri, insan
hastaliklarinin gegmisi ve tarihi hakkinda daha fazla bilgi saglamaktadir (Barners ve

Thomas, 2006).
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1.2.1.7.Bitki ve Hayvanlara Yonelik Calismalar

Bitki ve hayvanlarin evcillestirilmesine yonelik yapilan aDNA
caligmalarindan, Thalmann ve arkadaslarmm (2013) yaptig1 bir mitokodriyal DNA
caligmasinda kopeklerin Avrupa’dan koken aldigi bulunmustur ve boylece bu
calisgma ile kopeklerin Orta Dogu veya Dogu Asya’dan gelerek evcillestigi
desteklenmektedir (Thalmann ve ark., 2013). Larson ve arkadaslar1 (2012) yapmis
oldugu calismada kopeklerin 15,000 yil Once evcillestigini, saf Amerikan
kopeklerinin ise insanlarla birlikte Ge¢ Pleistosen doneminde Bering bogazindan
gecgerek Eski Diinya’dan koken aldigi sonucuna varmiglardir (Larson ve ark., 2012).
Anderung ve arkadaglar1 (2005) Iber yarimadasi ve Afrika sigirlar1 arasindaki
ciftlesmenin evcillesmeye olan etkisini arastirmislardir (Anderung ve ark., 2005).
Svensson ve arkadaglar1 (2007) ile Telldahl ve arkadaslar1 (2011) bir seri siir 6rnegi
Kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, evcillesme siiresince farkli cinsler ile {ireme
sonucunda genetik izlerin zamanla degistigini belirtmislerdir (Svensson ve ark.,
2007; Telldahl ve ark., 2011). Larson ve arkadaslar1 (2005; 2007) evcil ve yaban
domuzlarina ait eski ve modern DNA orneklerini ¢alismislardir ve Avrupa’daki
evcillestirilmis domuzlarin Avrasya’ya gectigi sonucuna varmislardir (Larson ve
ark., 2005; 2007). Akis ve arkadaslar1i (2014) Van-Yoncatepe Kalesi’nden
cikartilmis olan 2500 yillik keci kemikleri {izerinde bir ¢aligma yapmistir. Calismada
17 kemik 6rnegi kullanilmistir ve bunlardan 9 tanesinden basarili bir sekilde DNA
elde edilmistir. Arastirmacilar, o6rneklerin bu kadar eski olmasi ve DNA’nin
giinlimiize kadar korunmus olmasmi, bdlgenin cografik konumu ve iklim etkisinin
basarty1 artirdigini diisiindiirtmektedir (Akis, 2014). Arkeozooloji alaninda Dagtas

(2013) tarafindan antik DNA ¢alismasi yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada Kilis
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Oylum Héyiigiinden ve Nigde Tepe Ciftliginden ¢ikarilan koyunlara ait mandibula
ve metapodya kemiklerinde mitokondriyal DNA calisilmistir. Elde edilen
mitokondriyal DNA’lardan haplogruplar1 belirlenerek koyun evcillestirme
merkezinin Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nde ozelliklede Kilis’te baskin oldugu
belirlenmis ve bu ¢alisma ile koyunlarin evrimsel tarihinin aydinlatilmasi agisindan

katkida bulunulmustur (Dagtas, 2013).

1.2.2. Antik DNA Cahsmalarinda Kullanilan Biyoarkeolojik Ornekler

Antik DNA, giiniimiizde diinya ¢apinda kemik, dis gibi organik kalintilardan,
mumyalanmis veya korunmus yumusak dokudan basarili bir sekilde elde
edilmektedir. Arkeolojik ve adli calismalar i¢in yapilacak olan DNA ¢alismalarinda
kemik ve dis gibi insan iskelet buluntular1 genetik materyal olarak kullanilmaktadir
ve essiz olmalar1 nedeniyle degerleri giderek artmaktadir (Adler ve ark., 2011).
Yumusak dokularda ki degredasyon hem daha hizli oldugu i¢in, hem de yumusak
doku kemik ve dis ornekleri kadar saglam olmadigi igin aDNA ¢alismalarinda ¢ok
tercih edilmemektedir (Hagelberg ve Cleg, 1991; P4ibo ve ark., 2004; Rizzi ve ark.,
2012). Dis minesinin sert ylizeyi genellikle iyi korunmaktadir ve degredasyona kars1
DNA’y1 korumasmdan dolay1 antik DNA ¢alismalar1 i¢in oldukga iyi bir kaynaktir
(Pfeiffer ve ark., 1999). Kemikteki DNA’nin varligi ve lokasyon olarak cesitlilik
gostermesine ragmen femur, humerus ve alt g¢ene gibi sert kemikler de iyi
korunmaktadir. Antik DNA ¢alismalari i¢in kullanilan diger biyoarkeolojik drnekler
ise; koprolit, yumurta kabugu, boynuz, tiiy, tirnak, polen, fildisidir (Paabo ve ark.,
2004; Rizzi ve ark., 2012; Singh ve Garg, 2014). Eger saglar iskelette mevcut ise,

sa¢ oldukea iyi bir DNA kaynagi olarak kullanilmaktadir (Rasmussen ve ark., 2014).
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Bitkilerde bulunan kloroplast, DNA icerdiginden dolay1 kloroplast DNA’s1, bitki
tiirlerinin belirlenmesinde ve bitkilerin soy hattinin ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir
(Kaestle ve Horsburgh, 2002). Antik 6rneklerdeki DNA’nin kalitesi, arkeolojik
kazmm yapildig: bolge sartlarina baglh olmakla birlikte, ¢alisilan 6rnegin yasi da

DNA kalitesini kismen etkilemektedir (Singh ve Garg, 2014).

1.2.2.1. Kemikler

Kemik doku, organik (kollajen ve proteinler) ve inorganik maddelerden
(cogunlukla kalsiyum ve diger mineraller) olugsmaktadir. Kuru kemigin agirlik
olarak yaklagik %?22-23’tinii (Turner-Walker, 1993), hacim olarak da %40’ 1
organik madde olusturur (Nielsen-Marsh ve Hedges, 2000a). Bu bilesimin %90’mn1
Tip 1 kollajeninin uzun fibrilleri olusturur ve bu da kemige gerilme direnci ve
esneklik kazandirir. Tip 1 kollajen molekiilleri olduk¢a organize olmus durumdadir
ve bu kollajen de ii¢ sarmal amino asit zincirinden meydana gelir. Kollajen, yiiksek
glisin igerigi ile karakterize edilir ki her ii¢ amino asitten (%33), yiiksek oranda
proline ve hidroksiprolinden olusur. Tip 1 kollajen, normal fiziksel ve fizyolojik

durumlarda ¢6zlinmez.

Taze ve kuru kemik yaklasik olarak %8 oraninda su igerir, ancak 105°C
sicaklikta buharlasabilir. Kemik gibi kiigiik gdzenekli materyallerde toplam bagli su
orani, hem sicakliga hem de bulundugu bélgenin nemine bagli olarak degismektedir.
Kemik fizyolojik olarak aktif olan bir dokudur ve hasar olustugunda kendini tamir

edebilme 6zelligine sahiptir (Turner-Walker, 2007).

Kemik bilesiminin 6zelligi, (spesifik eser elementler ve kararli isotop

oranlar1) tarih dncesi yasamin saglik durumu ve beslenmesi ile ilgili bilgiler verir, bu
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bilgilerde insan evrim adaptasyon siirecinin anlasilmasinda 6nemlidir. Ancak kemik
iizerinde analizler yapilmadan 6nce gomii islemi veya kazi islemlerinde biyolojik
izlerin silinmediginden emin olunmasi gerekir. Gegmiste yagamis olan insanlarin
beslenme sekli ve toplumun saglik durumu ile edinilecek bilgiler icin kemiklerin
biyolojik ve kimyasal olarak biitiinliigiiniin saglanmas1 gerekir (Schoeninger ve ark.,

1989).

Kemiklerdeki DNA’nin varligi hidroksiapatit ve kollajen tespitiyle
belirlenebilir  (Ozcan, 2010). Hidroksiapatit, kemik ve disin en onemli
birlesenlerinden biridir. Kemik dokusu, kollajen ve inorganik mineral olarak
adlandirilan hidroksiapatitten olusmustur. DNA, hidroksiapatit i¢in kuvvetli bir
¢ekime sahiptir ve DNA degredasyonu, hem kollajen kayb:1 hem de hidroksiapatit
icerisinde bulunan kristalin kayb1 ile baglantihidir (Hasan ve ark., 2014). DNA’ya
baglanan hidroksiapatit DNA degredasyonunu yavaglatir. Bu yiizden antik DNA
caligmalarinda kemik doku kullanilmaktadir (Tuross, 1994;Parsons ve Weedn, 1996;
Hoss et al., 1996; O’Rourke ve ark., 1996; Tekeli, 2010). Ancak iskeletler organik
ve inorganik materyal igerdigi icin kemikten yapilacak olan DNA c¢alismalarinda
hidroksiapatitin DNA’dan uzaklastirilmas: gerekir. (Gotherstrom ve Liden, 1996).
Bunun i¢in kemik ornekleri EDTA soliisyonu ile dekalsifiye edilir ve

hidroksiapatitin DNA’dan uzaklastirilmasi saglanir (Hagelberg ve ark., 1991).

Kortikal ve trabekiiler kemik (ayrica siingerimsi kemik olarak bilinir) olmak
iizere makroskobik olarak iki farkli kemik tiiri vardiwr. Kortikal kemik katidir,
yogunluk kemigin dig kismindadir. Femur, tibia humerus, ¢ene ve kafatas1 kortikal

kemikler i¢inde yer alir. Trabekiiler, kemik kortikal kemige gore daha az yogundur
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ve daha gozenekli bir yapiya sahiptir. Bunlar uzun kemiklerin ucunda ve diizenli

kemiklerin i¢i ile diiz kemiklerde bulunurlar (vertabra gibi) (Daskalaki, 2004).

Kortikal kemikler, gozenekli yapiya sahip kemiklere gore daha iyi
korunmaktadir. Stingerimsi kemikler de kortikal kemiklere gore daha fazla DNA
eldesi saglar, ancak kontaminasyon riskinden dolayr antik DNA ¢alismalarindaki
kullanim1 i¢in giivenilirligi tartisiimaktadir ve kullanimi ¢ok uygun goriilmemektedir
(Parsons ve Weedn, 1996; Parr et al, 1996; O’Rourke et al., 1996). Ayrica
stingerimsi kemikler gézenekli yapiya sahip olduklar1 i¢in mikrobiyal degredasyon

daha fazladir ve bu durum kontaminasyona neden olmaktadir (Daskalaki, 2004).

O’Rourke ve arkadaslar1 (2000b) aDNA c¢alismalar1 igin kii¢iik kaburga
kemiklerinin se¢ilmesini Onermektedir, ¢iinkii bunlar her bir birey i¢in birden
fazladir ve paleopatolojik ve morfolojik agidan Onemlidir ve arkeolojik
koleksiyonlarda miizelerde kullanilmaz. Antik DNA c¢alismalarinda kullanilmak
iizere iskeletlerden birgok yontemle Ornek almabilir. Kiiclik pargalar kullanilabilir
veya uzun kemiklerin orta kismi kullanilabilir. Se¢im lezyonu olmayan kemik
ornekleri se¢ilmelidir. Ciinkii kemikler lizerinde olusan lezyonlar kontaminasyona

neden olmaktadir (O’Rourke ve ark., 2000a).

Leney (2006), 2.Diinya Savasi, Kore Savasi ve Vietnam Savaginda kimligi
belirlenemeyen yaklagik 2000 insana ait kemik ve disten mitokondriyal DNA
calismas1 yapmistir. Ornekler arasindaki kiitle farkinin degisiklik gdstermesinden
dolay1 elde edilen DNA’nin Kalitesinin degistirdigini belirtmistir. Tibia, femur

mandibula ve birinci matatarsel ve disin bu agidan iyi bir DNA kaynagi oldugunu
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vurgularken, kafatasindan olduk¢a az miktarda DNA elde ettigini belirtmistir

(Leney, 2006).

Edson ve arkadaslar1 (2009), 1992-2009 yillar1 arasindan segilen 558 kafatasi
kemiginden mtDNA ¢alismasi yapmustir. Yaptiklar: ¢alismada kafatasmin frontal
kismmdan %68 oraninda, occipital kismindan %65 oraninda, parietal kismindan
%352 oraninda ve temporal kismindan da %90 oraninda basar1 saglamislardir.
Arastirmacilar,temporal kemikteki bu yiiksek basari oranini, temporal kemigin
memeli canlilardaki en sert ve en yogun kemik olmasi (Frisch ve ark., 1998) ve

diger kemiklere gore ¢evresel sartlara karsi daha iyi korunmasma baglamaktadir

(Edson ve ark., 2009).

Prinz ve arkadaslar1 (2007) antik DNA calismalarinda ve adli genetik
calismalarinda, kemik yogunlugunun DNA’nin korunmasi ile dogrudan baglantili
oldugu ve viicudun agirligini tasiyan femur ve tibia gibi kemiklerin segilmesinin
daha uygun oldugu goriisiindedir (Prinz ve ark., 2007). Antik DNA ¢alismalarinda
kullanilan kemik 6rneklerinin ¢ogu, cok diisiik miktarda (%1 veya daha az) endojen
DNA igermektedir. Ancak yapilan son caligmalarda temporal kemigin petrous
¢ikmtisinin iyi bir endojen DNA kaynagi oldugu vurgulanmistir (Gamba ve ark.,

2014; Pinhasi ve ark., 2015; Rasmussen ve ark., 2014; Hansen ve ark., 2017).

Pinhasi ve arkadaglarinin (2015) yapmis oldugu bir ¢aligmada insana ait
temporal kemigin petrous c¢ikintist kullanilmistir ve petrous cikintisinin, diger
kemiklere gore daha ¢ok endojen DNA icerdigi belirtilmistir (Pinhasi ve ark., 2015).
Gamba ve arkadaglar1 (2014), Dogu Maceristan’daki arkeolojik bir siteden Erken

Neolitik Donem olarak tarihlendirilen 13 bireyin petrus kemiginden, digin dentin
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tabakasindan, metatarsal ve metakarpal kemigi ile kaburga kemiklerinden DNA elde
etmislerdir. Bu kemikler i¢inde petrus kemiginden elde edilen DNA miktari, disten
4-16 kat daha fazla, diger kemiklerden ise 183 kat daha fazla oldugu bulunmustur.
Arastirmacilar, petrus ¢ikintisinin en yogun kemik oldugunu ve 6lim sonrasinda
cevresel sartlara karsi daha dayanikli olmasinit elde edilen DNA miktar1 ile

gostermislerdir (Gamba ve ark., 2014).

Iklim sartlar1 ve kazidan ¢ikarilma zamaninin etkisini arastirmaya ydnelik
yapilan bir ¢alismada “’fosil kemik’’ve*’taze kemik’’olarak adlandirilan iki ayr1
grup olusturulmustur.“’Fosil kemikler’’grubu, arkeologlar tarafindan kazidan
cikarilmig, ¢ikarilma asamasinda eldiven kullanilmamis ve kazidan sonra
paleontolojik ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu kemikler, kazidan ¢ikarildiktan sonra
aseptik bir sekilde muhafaza edilmistir ve bdylece ¢evreden, insandan,
yiyeceklerden ve evcil hayvanlardan kaynaklanan kontaminasyon riski azaltilmistir.
Bu oOrnekler, kazidan sonra yikanmis, miize koleksiyonu i¢in uzun yillar oda
sicakhiginda (0 °C-40°C) ve %20-%40 arasinda degisen nem ortamimnda
bekletilmistir. Bir diger grup ise 5 kaburga kemiginden olusamaktadir ve ‘’taze
kemik”’olarak adlandirilmistir. Bu kemikler kazidan ¢ikarilirken eldiven
kullanilmistir ve kemiklerde yikama islemi yapilmamistir. Bunlardan 3t 2004
yilinda, diger ikisi 1947 yilinda kazidan ¢ikarilmistir. 1947 yilinda kazidan ¢ikarilan
ornek 1955 yilina kadar nemlilik oran1 %40-60 arasinda degisen bir ortamda
muhafaza edilmistir. 2004 yilinda c¢ikarilan kemik Ornegi -20°C derecede
bekletilmistir. Calismanin  sonucunda fosil kemikler, taze kemikler ile
karsilastirilmigtir ve fosil kemiklerde higbir amplifikasyon olmaz iken, taze

kemiklerde %100 oraninda amplifikasyon olmustur. (Pruvost ve ark., 2007).
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1.2.2.2. Disler

Digler, insan viicudunun en sert yapisidir ve nem, yiiksek 1s1 ve mikrobiyal
olaylar gibi ¢evre kosullarma dayanikli olmasindan dolayt DNA analizlerinde
kullanilmaktadir. DNA analizlerinde kemik yerine disin daha ¢ok tercih edilmesinin
sebebi ise; disleri saran, koruyan kuvvetli bir mine tabakasi sayesinde
kontaminasyon riskinin az olmasidir (Daskalaki, 2004; Alakog, 2007; Imamaoglu ve

ark., 2011; Higgins ve Austin, 2013).

Yapilacak olan aDNA c¢alismalarinda dislerin se¢imi ve DNA izolasyon
yontemleri DNA tiplendirme calismalarinda 6nemlidir. Dislerden pulpa ¢ikarilma
asamasinda, daha sonradan yapilacak olan antropolojik ¢alismalar diistiniildiigiinde
morfolojik olarak dise zarar verilmemesi gereklidir. Bunun i¢in DNA izolasyonu
oncesinde 6rnek hazirlama yontemleri kemik ve diste farklhidir. Dis tiim halde toz
haline getirilebilir, ancak tiim disi kullanmak ¢ok fazla mineral icerecegi i¢in bu
durum, izolasyon islemlerinde daha fazla reaktif kullanimmi gerektirecektir. Dis
dokular1 fazlaca kalsiyum ve kollajen igerir (6zelliklede mine). Bunlarin varligi
DNA elde edilmesi ve DNA c¢ogaltilmasinda sorun ¢ikartabilir. DNA bakimindan
zengin olan dis dokularinda mineralin fazlaca bulunmasi diisiik DNA miktarina
neden olur. Dislerde yapilan genetik analizlerin sonuglari; DNA’nin kalitesine,
DNA’nin degredasyon derecesine, DNA’nin yeterli miktarda olmasma ve kullanilan

izolasyon metotlarina bagl olarak degismektedir (Higgins ve Austin, 2013).
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1.2.2.2.1.Disin Yapisi ve DNA’nin Dis Icerisindeki Dagilim

Anatomik olarak insan disi iki kisma ayrilabilir; digin ta¢ kismi ki bu kisim
agiz igerisinde kalan kanallardir ve ¢cenedeki kemigin alveollerini rter. Dig kanallar1
olan mine, dentin, sement disin sert tabakalarini olustururken, pulpa yani dis 6zii
disin tek yumusak tabakasidir ve disin ta¢ kismima gore daha fazla DNA igerir

(Tilotta, 2010; Higgins ve Austin, 2013). (Sekil-1)

B Dis minesi

Tag 1 \ e — Dentin

|

!

= g —————— Pulpa
Dis | T
Kokii 1 e Sement

P
-— = Kok

ucu

Sekil-1 Disin yapis1 (Higgins ve Austin, 2013)

1.2.2.2.1.1. Mine

Disin mine tabakasi insan viicudundaki en sert dokudur ve %96’s1 (agirlik
olarak) minerallerden olusur ve DNA igermez (Hasan ve ark., 2014). Bu doku;
sicaklik, UV, 151k, nem ve mikrop gibi g¢evresel sartlara karsi fiziksel bariyer
olugturarak dis hiicrelerini korur. Ayrica digin mine yapisi kontaminatlarin igeri
girmesine engel oldugu i¢in, kemiklere gore disin kontaminasyon riski daha azdir
(Daskalaki, 2004). Dis minesi canli olmasina (in vivo) ragmen gegirgenligi sinirlidir,

mineral kristaller arasindaki gézenekler son derecede kiigiiktiir ve sudan daha genis

32



molekiillerin niifuzunu engeller. Oliim sonrasmda ve yasam boyunca cevresel
kontaminasyonlarin ve mikroplarin dis i¢ine girmesine engel olacagi i¢in disin mine

tabakasi olduk¢a onemlidir (Higgins ve Austin, 2013).
1.2.2.2.1.2. Dentin ve Pulpa

Dentin ve pulpa, mine tabakasi ile kaplanmis oldugu i¢in disi sicaklik, glines
15181, nem ve mikrobiyal etkenler gibi dis etkenlerden korur (Hasan ve ark., 2014).
Disteki dentin/pulpa, mine dokusunun aksine olduk¢a hiicresel yapidadir. Ozellikle
pulpa bir¢ok hiicre tipini igeren doku ile sikica baglidir. Disteki en zengin DNA
pulpada bulunmaktadir, ancak yasa bagl olarak veya dislerde bulunan hastaliga gore
pulpa kalitesi farkli olabilir (Pfeiffer, 1999; Higgins ve Austin, 2013; Pinhasi ve
ark., 2015). Antik DNA ¢alismalarinda disin kan damarlari ile sinirlerinden olusan
yumusak doku olan pulpa, genetik materyal olarak kullanilmaktadir (Alakog, 2007;
Tilotta, 2010; Imamoglu ve ark., 2011). Dentinin %65°i hidroksiapatit organik
makromolekiiler (cogunlukla kollajen) ve sudan olusur ve dentin tabakasi, genellikle
herhangi bir wviicut hiicresi igcermez ancak, mtDNA’lar odontoblastik islem
sonucunda birikir. Dentin, odontoblast (dentinin hiicresel formu), fibroblast,
savunma hiicreleri (makrofaj ve histosit), plasma hiicreleri, sinir hiicreleri ve

farklilasmamis mezensim hiicrelerini igerir. (Higgins ve Austin, 2013).
1.2.2.2.1.3. Sement

Sement, dis koklerini orter ve %45-50 oraninda inorganik minerallerden
(hidroksiapatit), kollajen ve kollajen olmayan matriks proteinlerinden olusur.
Sement, hiicresel ve hiicresel olmayan sement seklinde smiflandirilabilir. Hiicresel

sement, cementoblast igerir ve DNA kaynagidir. Hiicresel sementin, fiziksel ve
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kimyasal birlesimi kemik ile aynidir, fakat yapi1 ve fonksiyonel olarak farklilik
gosterir. Kemigin aksine sement siirekli degisiklige ugramaz, fakat yasam boyunca

stirekli yogunlugunu artirir.

Sonug¢ olarak pulpa ve sement diste bulunan en degerli niikkleer DNA
kaynagidir. Ayrica dentin ve pulpa mtDNA bakimindan da degerlidir. Disin mine
tabakast DNA’dan yoksundur, ancak dentin ve pulpay1r korumasi agisindan
degerlidir. Bu yiizden dis Ornegi ¢alisilacagi zaman mine dokusu ile diger dis
dokular1 karistirilirsa minenin igerdigi kalsiyum ve fazla miktarda mineralden dolay1
izolasyon islemleri siirecini ve PZR amplifikasyonunu engelleyebilir (Higgins ve
Austin, 2013). Disler morfolojik ve osteolojik arastirmalar i¢in olduk¢a degerli
kaynaklar oldugundan dolayr aDNA ¢alismalarinda disler kullanilirken morfolojik

olarak bozulmamasina dikkat edilmesi gerekir (Daskalaki, 2004).
1.2.2.2.2. Dis Cahsmalarinda DNA’y1 etkileyen faktorler
1.2.2.2.2.1.Dis Tipi

Insan disinin dort tipi vardir. Molar, premolar kaninler ve kesici disler.
Bunlar farkli formda ve biyiikliiktedir, fakat histolojik yapi olarak benzerlik
gosterirler. Farkli dis tipleri ile yapilan DNA ¢alismalar1 karsilastirildiginda en genis
pulpa hacmine sahip olan disin en iyi DNA kaynagi oldugu goriilmiistiir (Leo ve
ark., 2000;Rubio ve ark., 2009). Ayrica ¢oklu dis kanallarinda, tek dis kanalina gore
daha fazla DNA ortaya ¢ikmaktadir ve ¢oklu dis kanallarindaki pulpa hacmi daha
fazla oldugundan dolay1 kokiin ylizeysel alan1 daha fazla sement saglar. Yapilacak
olan ¢aligmalarda disler segilirken en genis pulpa hacmi ve kok yiizey alan1 dikkate

alarak se¢cim yapilmalidir. Bu agidan bakildiginda en iyi aday molar disglerdir. Molar
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diglerin olmadigi durumlarda, premolar disler anterior dislere gore daha fazla

hiicresel sement i¢erdiginden dolay: tercih edilebilir (Higgins ve Austin, 2013).
1.2.2.2.2.2. Yas

Yas ilerlemesine bagli olarak disteki DNA’y1 etkileyecek bircok degisim
vardir. En belirgin negatif degisim pulpa hacminin azalmasidir. Pulpa hacmi sadece
azalmaz, ayrica hiicresel aktivitesi de azalir. Yaslanma siirecinde dentin hacmi
fazlalasir ve devamli olarak sertlesme olusur. Pozitif degisim de yasa bagl olarak
sementte fazlalasan hiicresel aktivitedir. Yasin ilerlemesi ile olusan bu degisim
DNA’y1 etkilemez, fakat 6liim sonrast DNA korunmasmi etkiler. Ornegin zamanla
dis minesindeki mineraller fazlalasir, dis asmmasi meydan gelir ve dentinin
gozenekli yapis1 tiibiillerin tikanmasi ile azalir. Yasm ilerlemesi DNA’nin
azalmasimma neden olur. Yetiskin bir bireydeki molar disler tercih edilirken, dis
asinmasi ve Sement fazlaligi gibi nedenler dis se¢imi yapilirken goz Oniinde
bulundurulmalidir. Dis hastaliklar1 ve dis tedavileri ve dis kaybinin artmasindan

dolay1 erigkin bireylerde dis se¢imi sinirli olabilir (Higgins ve Austin, 2013).
1.2.2.2.2.3. Dental Hastahklar

Dis ciirtimeleri, mikrobiyal hastaliklar, dis dokusundaki kireclenmelerin
yikimi gibi dental hastaliklar, DNA varligini olumsuz yonde etkiler. Bunun gibi
nedenler pulpanin igerisine bakterinin direk olarak girmesini kolaylastirir ve dental
tiibiillerin bosalmasiyla birlikte hiicre 6liimii ile sonuglanir. Dental hastaliklar sadece
DNA miktarmi artirmaz ayrica kontaminasyon riskini de artirir. Bundan dolay:

DNA analizleri icin disler secilirken hastaligi olmayan ve bozulmamis disler tercih
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edilmelidir. Disten ¢ekilen rontgen analizleri dis se¢iminde, dis kokii ve pulpa

boyutunu belirlemede yardime1 olabilir (Higgins ve Austin, 2013).
1.2.2.2.2.4.0liim Sonrasi Bozunma

Zamana bagli olarak diste DNA degredasyonu olur ve degredasyon, zaman
ve cevresel faktorlerden etkilenir. Rubio ve arkadaslarinin (2013) yapmis oldugu bir
calismada disler, oda 1sisinda 1-18 ay arasinda degisen periyotlarda muhafaza
edilmistir. Birinci ayda niikleer DNA kalitesinde %350 oraninda bir azalma, ilerleyen
periyotlarda 18 aya kadar azalmanin stabil kaldigi gézlemlenmistir. Pulpanin
cevresel sartlara karst olduk¢a iyi korunmasindan dolayr 6liim sonrasi yapilan
calismalarda pulpadaki ciirtimenin diger yumusak dokulara gére daha yavas oldugu

goriilmiistiir (Higgins ve Austin, 2013).

Caviedes-Bucheli ve arkadaslarinin (2006) yaptigi ¢calismaya gore; 6liimden
12 saat sonrasinda pulpa hiicrelerinin %50’sinin canlt hiicreler oldugu belirlenmistir.
Cevresel sartlara baglh olarak ¢evrenin kuru bir ortam olmasi, pulpanin kurumasima
neden olur ve DNA’y1 hidrolotik zarardan korur. Nemli bir ortam ise pulpanin
tamamen yok olmasina ve ¢iirlimesine neden olur. Ciiriime esnasinda pulpa hiicreleri
hemoglobin ve serum proteinlerini yikan sivi iiretir. Bu siv1 dis tiibiillerini yikarak
pembe veya kirmizi goriiniimlii olarak dis renklerinin bozulmasma neden olur.

(Higgins ve Austin, 2013).

Burger ve arkadaslar1 (1999), Tung Cagr’na ait (M.O.1.yy ve M.O. 2.yy) 38
dis iizerinde ¢aligma yaparak, sicakligin etkisini belirlemis ve DNA kalitesinde

sicakligin en onemli faktor oldugunu bulmusglardir. Sicakligin diisiik olmasi ve
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mikroorganizmalarin ortamda bulunmamasi, DNA’nin korumasini desteklemektedir.

(Higgins ve Austin, 2013).
1.2.3. Antik DNA Cahsmalarinda Kullanilan Biyolojik Molekiiller

Antik DNA calismalarinda niikleer DNA ve organeller kullanilir. Niikleer
DNA biiyiik cogunlukla her hiicrenin ¢ekirdeg§inde bulunmasina ragmen, her hiicre
anne ve babadan gelen iki niikleer DNA’y1 igerir. Mitokondri ve kloroplast
organellerinde hiicre basina ¢ok az niikleer DNA bulunmasina ragmen, hiicre bagina
binlerce mitokondriyal ve kloroplast DNA’s1 bulunur. Niikleer DNA ile
karsilastirildiginda bu kadar ¢ok sayida kopyanin olmasi, DNA’nin bozulmamis
bolgelerinin c¢ogaltilmas: i¢in bir avantaj saglar ve yapilan cogu antik DNA
caligmalarinda mitokondriyal DNA kullanilir (O’Rourke ve ark., 2000b; Eshleman,

2002; Kaestle ve Horsburgh, 2002; Krause ve ark., 2010).
1.2.3.1. Niikleer DNA

Niikleer DNA, (Deoksiribo Niikleik Asit) biitiin organizmalarin genetik
materyalini tagsiyan ve hiicre c¢ekirdeginde bulunan, ¢ift sarmalli bir molekiildiir.
DNA, tek yumurta ikizleri haricinde her bireyde essiz olarak bulunur. DNA; adenin,
guanin, timin ve sitozin olmak tizere dort farkli bazdan olusur ve bu bazlar, seker-
fosfata baglanarak bir niikleotit olusturur. DNA molekiilinde adenin her zaman
timine, guanin ise sitozine baglanir (Lindahl, 1993; Parsons ve Weedn, 1996).
Insanlarda, 22 ¢ift otozomal kromozom ve 1 ¢ift cinsiyet kromozomu bulunur (X ve
Y kromozomu) (Sekil-2). Y kromozomu ile, popiilasyon tarihimizin erkek soyu
belirlenebilir. Y kromozomunda bulunan DNA, mtDNA gibi hizli bir sekilde

mutasyona ugramadigir halde, bircok polimorfizim tespit edilir. Y kromozom
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dizilimi, bireylerin cinsiyetin belirlenmesinde, mtDNA gibi filogenetik ¢aligmalar
icin kullanilir ve Y kromozom haplotipleri, erkek soyundan gelen gen akisini

belirlemede 6nemlidir (Stone, 1996).

Adli antropoloji caligmalarinda yapilan DNA analizleri, kimliklendirme
calismalarinin temelini olusturan cinsiyet belirleme ¢alismalar1 ve toplu mezarlardan
ayni cinsiyette ve ayni yaslarda ¢ikarilan bireylerin kimliklendirilmesinde niikleer

DNA olduk¢a 6nemlidir (Crainic ve ark., 2002).

Kromozomlar iizerinde belirli bir genin bulundugu konuma lokus denir, yani
lokus, istenilen gen bolgesinin yerini ifade etmektedir (Fischer, 2005). Yapilacak
olan calismanin amacma gore istenilen lokus belirlenir. Iskelet kalintilarindan
niikleer DNA ¢ok zor elde edilmesine ragmen, bir¢cok farkli lokusun incelenmesi,
popiilasyonlar arasindaki akrabalik iligkisinin belirlenmesi, bireylerin cinsiyetlerinin

tespit edilmesi i¢in bir olanak saglar.
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Sekil-2 insanlarda bulunan 22 ¢ift otozomal ve 1 ¢ift cinsiyet kromozomu

(Fischer, 2005)
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1.2.3.2. Mitokondriyal DNA

Memeli mitokondriyal DNA’s1, sitoplazma i¢ine yerlesmis, dairesel
cift zincirli bir molekiile sahip olup, yaklasik olarak 16,6 kb. uzunluktadir ve
hiicrenin enerji ihtiyacini saglar. Mitokondriyal DNA, 13l solunumdan sorumlu
proteinleri kodlayan mRNA, iki ribozomal RNAs (rRNAS) ve 22 tane transfer RNAs
(tRNAs) igermektedir. MtDNA’nin 1,2 kb uzunlukta kodlanmayan ve D-loop olarak
adlandirilan kontrol bélgesi vardir. Bu kontrol bolge, oldukg¢a degiskenlik gésteren
bolgeler (HVRs LII ve III) igerir. Mitokondriyal DNA’y1 diger kromozomlardan
ayiran bazi karakteristik 6zellikleri vardir. Her insan hiicresinde niikleer genomun
iki kopyas1 varken, mitokondriyal genomun ¢ok fazla sayida kopyasi vardir. Her
mitokondri, 10 mtDNA kadar molekiil i¢erir ve her hiicre birka¢ yiiz mitokondri
icerir. Mitokondriyal DNA rekombinasyon olmadan, anne tarafindan kalitimsal
olarak ¢ocuklara geger (Daskalaki, 2014). Mitokondriyal DNA, hem erkekte hem de
diside bulunur, ancak gen aktariminda disilerden bir alt soya geger. Bunun i¢inde
anneden gelen soy arastirmalarinda 6nemlidir. Mitokondriyal DNA’nin mutasyon
hiz1 niikleer DNA’ya gore daha fazladir. Hiicre basina kopyalama sayis1 fazla
oldugu i¢in, zamanla mitokondriyal DNA, niikleer DNA’ya gore daha fazla hayatta
kalabilir. Bundan dolay1r da ¢ogu antik DNA caligsmalarinda mitokondriyal DNA
kullanilmaktadir. Mitokondriyal DNA’nin bu tiir 6zelliklerinden dolay1 popiilasyon
genetigi analizleri i¢in bir firsat saglar (Brown ve ark., 1979; Harrison, 1989; Stone,
2008; Thalmann ve ark., 2013; Shinoda ve Adachi, 2017). Mitokondriyal DNA
calismalariyla modern insanmn Afrika’dan ¢ikisi, fosil kanitlar1 ile desteklenmistir
(Cann ve ark., 1987). Diinya ¢apinda mtDNA varyasyonlarina yonelik son

caligmalar, insan atasmnm Afrika’ya 100,000-200,00 y1l 6nce yerlestigi goriisiinii
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desteklemektedir. Mitokondriyal DNA c¢aligmalari ayrica, insan popiilasyonundaki
goc yollarinm belirlenmesine katki saglar (Daskalaki, 2014). Bir popiilasyona ait
birden ¢ok Ornegin analiz edilmesinde, filogenetik agaclar kullanilarak yapilan
analizler ile genetik cesitlilik, popiilasyonlar arasindaki farklilik ve popiilasyonlar
arasmdaki gen akisi belirlenebilir. insana ait olmayan (hayvan/bitki) antik DNA
calismalari, cogunlukla morfolojik olarak cins veya tiirii belirlenemeyen 6rnekler ile
bunlarin arasindaki filogenetik analizlerin yapilmasinda kullanilir (Kaestle ve

Horsburgh, 2002)
1.2.3.3.STR (Short Tandem Repeat) Kisa Ardisik Tekrar Dizileri

STR, (Kisa Tekrar Dizileri) Mikrosatelit olarak da adlandirilir. DNA’da
bulunan bu diziler 1-6 baz ¢ifti uzunlugunda tekrar eden dizilerdir. Bu dizilerin
amplifikasyon iirtinleri 100-400 baz ¢ifti arasinda degismektedir (Budowle ve ark.,
1996). Genomlarda hem kodlanan hem de kodlanmayan gen bolgeleri vardir ve bu
bolgeler kisa ardisik tekrar dizilerinden olusur. STR’larin kullanim alanmi oldukga
genis olup, bireyden bireye farklilik gostermektedir ve diisiik mutasyona sahip
olmasindan dolayr adli bilimlerde kimlik tespitinde, babalik testlerinde,
mutasyonlarm saptanmasinda, popiilasyon genetiginde, herhangi bir hastalifa neden
olan genlerin belirlenmesinde, genom haritalarinin ¢ikarilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bodowle ve ark., 1996; Parsons, 2007). Antik DNA
calismalarinda kullanilan kemik ve dis 6rnekleri yiiksek sicakliga maruz kalir ve iyi
korunamayan bu 6rneklerde de STR ¢aligmalar1 yapilir (Hasan ve ark., 2014). Antik
orneklerden ¢ok az miktarda DNA elde edilmektedir ve STR c¢alismalarinda
heterozigot bir bireyde allel diismesi ¢ok nadir olarak goriildiigii i¢cin aDNA

caligmalar1 ig¢in oldukga avantajli bir tekniktir (Prado ve ark., 1997). STR
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caligmalari, X —STR ve Y-STR olmak iizere iki kisimda incelenebilir. Y kromozomu
sadece erkeklerde bulundugu i¢in, bu kromozomda bulunan kisa tekrar dizileri ile
baba tarafindan gelen erkek akrabalarin Y-STR’lar1 ayni olur. Y-STR ile baba
soyundan gelen akrabalik iliskileri belirlenir, filogenetik agaclar c¢ikarilir ve
ozelliklede adli bilimlerde babalik testinden yararlanilir. Ayrica baba soyundan
gelen genlerde mutasyon olup olmadigi, var olan mutasyonun kag¢ nesilde oldugu
belirlenebilir. X kromozomu anneden erkek/kiz cocuga gectigi icin X-STR
calismalari ile biiylik anne torun arasindaki akrabalik iligkisi belirlenebilir (Ambers
ve ark., 2016). Antik DNA ¢alismalarinda, orneklerden diisiik miktarda DNA elde
edildigi i¢in amplifikasyon sirasinda olusabilecek varyasyon allel diigmesine neden
olabilir. Allel diismesi, heterozigot orneklerde hemozigot genotiplendirmesi olarak
yanlis sonug verir (Kimpton, 1994). DNA’nin kalitesi ve miktarinin, allel diismesi
ile baglantili oldugu diisiiniilirse, STR teknigi ile basarili bir sekilde
genotiplendirme yapilabilmesi i¢in en iyi kalitede DNA elde etmek aDNA
caligmalar1 i¢in olduk¢a onemlidir (Kimptonve ark., 1994; lvano ve ark., 1999;

Ambers ve ark., 2016).

Japonya’nin giineyindeki iki farkli bolgeden (Hirohata ve Hanaura) ¢ikartilan
iskelet kalintilar1 arasindaki akrabalik bagmni tespit etmek icin STR ¢aligmasi
yapilmistir. Hirohata yaklagik 1500 yillik bir yerlesim yeridir ve yapilan arkeolojik
kazilardan 16 oda mezarindan 26 birey ¢ikarilmistir. Hanaura ise yaklagik olarak
2000 wyillik bir yerlesim yeridir ve 16 defin cikartilmistir. Cikarilan bu bireyler
kiipler i¢inde bulunmus ve aDNA analizlerinin arkeolojik verilere 151k tutacagi
diistiniilerek calisilacak olan bireyler se¢ilmistir. Hirohata’dan iki erkek, bir ¢ocuk

ve iki yetigkin birey ayni1 mezardan ¢ikartilmistir. Hanaura’dan da iki birey aDNA
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analizi i¢in se¢ilmistir. Bu bireylerden birinin yetiskin, digerinin ¢ocuk oldugu ve
cinsiyetlerinin de disi oldugu diisiiniilmiistiir. DNA izolasyonlar1 her birey i¢in dis
ve kemikten yapilmistir. Yapilan STR ¢alismasi sonucunda elde edilen alleller
kargilastirilmis ve Hanaura’daki iki bireyin anne/kiz oldugu bulunmustur.
Hirohata’daki bireylerden yapilan STR c¢alismasi ile arkeolojik veriler birlikte
incelenmis, ancak bireyler arasinda akrabalik derecesi bulunamamistir (Kurosaki ve

ark., 1993).
1.2.4.Antik DNA Cahsmalarinda Karsilasilan Sorunlar

Antik DNA c¢alismalarinda karsilasilan en 6nemli iki sorun vardir. Bunlardan
birisi kontaminasyon, bir digeri ise DNA degredasyonudur (Yang ve Watt, 2005;
Akbaba, 2010; Kirsanow ve Burger, 2012; iyras ve Dogan, 2015; Shinado ve

Adachi, 2017).
1.2.4.1.Kontaminasyon

Antik DNA calismalarinda en 6nemli ve dikkat edilmesi gereken konu
kontaminasyondur. Biitiin antik DNA ¢alismalarinda molekiiler hasar ve ekzojen
kaynakli kontaminasyondan dolayr sorun yasanmaktadir. Arkeolojik insan
kemikleri, DNA analizleri igin biiyiik 6l¢iide kontaminasyon kaynagidir. Kazi
sirasinda kazi ekibinden, arkeologlardan ve miize ¢alisanlar1 tarafindan el ile temas
olmasi durumunda kontaminasyon riski yiikselir. Cevresel sartlardan dolay1
kemiklerde gozenekler ve delikler olustugu zaman kontaminasyon riski artar.
Bundan dolay1 kétii olarak korunmus kemiklerde biyomolekiiler korunma azalir ve

kontaminasyon riski ¢ogalarak Kalitesi bozulur (Kirsanow ve Burger, 2012).
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Kaziy1 yapan arkeologlar tarafindan iskeletlerde aDNA c¢alisilacaginin
biliniyor olmast aDNA c¢alismalar1 icin bir avantaj saglayacaktir. Ciinki
kontaminasyon riski laboratuvar asamasmda olabilecegi gibi kazi alaninda da
olusabilmektedir. Kontaminasyon, antik DNA c¢alismalarinda yanlis pozitiflik
verebileceginden dolay1 olduk¢a endise verici bir sorundur. Kontaminasyonu
engellemenin veya azaltmanin en iyi yontemi ise, onlemlere miimkiin oldugunca
erken baglamaktir. Antik DNA c¢alismalarinda kontaminasyon riskinin yiiksek
olmasindan dolayi, kontaminasyon ihtimali olan kaynaklarda incelenmelidir.
Ornekleri kaz1 alaninda toplarken 6nlem almaya baslamak en ideal olamdir. Baz1
eski orneklerde (6zellikle birkag bin yillik 6rneklerde) DNA ¢ok az miktarda
bulundugu icin drneklerin kendi i¢cinde kontamine olma olasilig1 yiiksek degildir

(‘Yang ve Watt, 2005).
1.2.4.1.1. Kontaminasyon Kaynaklar

Kontaminasyon kaynagi, antik 6rneklerin tipine ve ¢aligmanin amacina gore

degismektedir. Buna gore;

1. Antik DNA calismalarini insan olusturuyor ise, antropolojik incelemeler
sirasinda arastirmact ve iskeletler arasinda yogun bir sekilde temas vardir.
DNA’nin kontamine olmasi kazi ¢alismalarinda 6rnekler ¢ikarilirken, el ile
temas sonucunda insandan gegebilir veya 6rnekler laboratuvara getirildikten
sonra laboratuvar ¢alismalar1 sirasinda olabilir.

2. Antik DNA calismalarinda materyal olarak hayvan veya bitki kullanilacak
ise, kalintinin morfolojik olarak belirlenme asamasinda giincel tiirleri ile

karsilagtirma yapilma sirasinda kontaminasyon olabilir.
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3. Bakteri tiirlerinin antik DNA patojenleri i¢in; kontaminasyon, topraktan veya
cevrede bulunan yakin tiirlerden gecebilir (Bunun i¢in toprak drneklerinde
kontaminasyona neden olacak yakin tiirlerin olup olmadigini tespit etmek
icin toprak ornekleri toplanmahidir) .

4. Laboratuvardaki ekipmanlar ve kimyasallar ile PZR asamasinda DNA’nin
tiiplerden transferi asamasinda kontaminasyon olusabilir. Bu asama cok
tehlikeli kontaminasyon kaynagidir, cilinkii bunlar tiim Ornek ile temas
edebilir ve elde edilen DNA soliisyonlara bulasabilir. Antik DNA
calismalarindaki en biiyiik kontaminasyon riski PZR asamasinda
amplifikasyon sirasinda olmaktadir.

5. Laboratuvarda kullanilan ¢o6zeltiler, laboratuar gozligii ve paketleme,
dagitma gibi islemlerde kullanilan tek kullanimlik gereclerden kaynakli
kontaminasyon olabilir.

6. Disi veya kemigi toz haline getirme asamasma kadar kapali ve kontamine
olmayan Orneklerin yiizeyi, gdmii ¢evresindeki kontaminasyondan korunmus
olsa bile gevresel kontaminasyona maruz kalmis olabilir.

7. Biitiin kontaminasyon kaynaklarma kars1 kontrol miimkiin olsa bile, toprakta
bulunan mikroorganizmalar, kazi alani ¢evresinde bulunan hayvan atiklar1
gibi ¢evreden gelebilecek ¢ok fazla kontaminasyon kaynagi vardir (Kemp ve

Smith, 2005; Yang ve Watt, 2005).

1.2.4.1.2. Ekzojen DNA ile Kontaminasyon

Molekiiler hasar ve kontaminasyon, yapilacak olan birgok molekiiler
biyolojik tekniklere engel olarak, hatali sonuglar1 ortaya ¢ikarir. Adli ¢aligmalarda,

kemik ve dis Ornekleri oncelikli olarak DNA ¢alismalar: igin tercih edilir, fakat
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Ozelliklede kemigin gozenekli yapisi ekzojen DNA’nin (ter, deri pargaciklari,
solunan hiicre) igeriye girmesine neden olur. Ayrica toprakta bulunan ve kemiklerde
gelismis olan mikroorganizmalar ile kaziy1 yapan ekibin DNA’s1 c¢alisilacak olan
ornegi kontamine edebilir. Ekzojen DNA tarafindan olusan kontaminasyon aDNA
calismalarmi olduk¢a smirlamaktadir. insan DNA’s1, ekzojen DNA’dan ¢ok az da
olsa kontamine olmus ise, olusan bu kontaminasyon laboratuvarda kullanilacak olan
cozeltilere de gegebilir. Olusan bu kontaminasyon, DNA izolasyonu ve PZR
asamalarinda yanls ¢ogalmalar sonucunda yanlis pozitiflige neden olacaktir. Bu gibi
problemler i¢in ¢alisma sirasinda dikkatli olmak gerekir. Kazidan ¢ikarilan bir¢ok
antik 6rnegin DNA’sinda birden fazla bireye ait DNA bulunabilir ve bu sorun antik
DNA’nin dogrulugunu silipheye diisiiriir. Ayrica Antik DNA tiirleri, bircok PZR
inhibit6ri igerir ki bu da DNA analizlerinde amplifikasyon ve purifikasyonda sorun

olusturur (Singh ve Garg, 2014).
1.2.4.1.3. Kaz1 Oncesi Kontaminasyon Kontrolleri

Kazilardan ¢ikarilan arkeolojik kalintilar antik DNA ¢alismalarina énemli bir
hazine sunar. Bunlardan bazilar1 antik DNA analizleri yapilmadan 6nce arkeolojik
ve antropolojik olarak yogun bir seklide c¢alisilmis olabilir. Calisilmis olan bu
orneklerin antik DNA’y1 kontamine etme olasiligi yiiksektir. Kazinin yapildigi
zaman siirecinden orneklerin laboratuvara getirilmesine kadar ki asamada birgok
kisinin el temasindan dolay1 kontaminasyon olasilig1 oldukca yiiksektir ve bunun
kimden gegtigini belirlemek ¢ok zordur. Laboratuvardaki personel tarafindan gerekli
onlemler alinacaktir, ancak antik DNA c¢alisilmasmm yapilacagini arkeolog ve
antropologlarin da bilmesi, olasi kontaminasyon riskini azaltmaya yardimei olacaktir

(Yang ve Watt, 2005; Bollongino, 2008). Antik DNA c¢alismalarinda en ¢ok
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kullanilan doku, kemik ve dis 6rnekleridir. Bu 6rnekler de el ile tutuldugunda ve
yikama yapildiginda kontaminasyona ¢ok acgik olacagi i¢cin kazi alaninda calisan
arkeologlarin yapilacak olan DNA analizleri i¢in kazi esnasit boyunca Onlem
almalar1 gerekir. Bunun i¢in kazi alaninda g¢alisan arkeologlar, 6rnekleri topraktan
cikarrken mutlaka eldiven ve maske kullanmalidir (Daskalaki, 2004). Kazi
sahasinda c¢alisan arkeologlarin ve laboratuvarda calisanlarin, laboratuar ¢alismalar1
oncesinde yapacaklar1 kontaminasyon onlemleri ¢aligmanin genel kontaminasyon
basarisinda ¢ok 6nemlidir. Antik kalintilarin toprak altindan ¢ikartilmasi sirasinda
kontaminasyon Onlemleri almmalidir. Kazi sirasinda almacak oOnlemler de
laboratvuar sirasinda uygulanacak onlemler kadar sik1 olmalidir, ancak kazi alanmin
kosullar1 alimacak olan kontaminasyon 6nlemlerini engelleyebilir. Kontaminasyonu
en aza indirgemek i¢in kazi smrasi boyunca ve oOrneklerin muhafaza edilmesi

stiresince izlenmesi ve uygulanmasi gereken genel kurallar vardir. Bunlar:

1. Orneklerin almmasi kazmin yapildigi alanda gerceklesmelidir. Kazi
alanindan ¢ikarilan 6rneklerde DNA analizi yapilacak ise, toplama islemi titiz
bir sekilde yapilmalidir. Bunun i¢in tek kullanimlik eldivenler, temiz kagit
posetler, alimiinyum folyo, maske, sa¢ bonesi, yapiskanl plastik posetler ve
disci aletleri ve mala temiz olmalidir. Tek kullanimlik olmayan araglar i¢in
%10’luk ticari camasir suyu kullanilmalidir (Richards ve ark., 1995). Her bir
ornek ayr1 kilitli posetlere konulmalidir ve her o6rnek icin ayr1 eldiven
kullanilmahidir (Burger ve ark., 1999; Bollongino, 2008).

2. Kemik dokunun igine giren kontaminantlarin uzaklastiriimasi zor oldugundan
dolay1, antik DNA c¢alismalar1 i¢in kullanilacak Ornekler kazi alaninda

temizlenmemelidir. (Yang ve Watt, 2005). Eger ki DNA analizlerinden 6nce

46



osteometrik Slclimler yapilmasi gerekiyor ise sadece firca ile temizleme
yapilmalidir (Bollongino, 2008).

3. Antik DNA c¢alisilacak olan Ornekler, kazi sonrasinda su altinda
yikanmamalidir, ¢iinkii su, kemik dokusuna hidrolitik zarar verebilecegi gibi
DNA’nin bozunmasina da neden olacaktir (Daskalaki, 2004; Yang ve Watt,
2005;Bolongino, 2008). Ozellikle sicak iklimlerde bircok kemik diyagenez
siras1 boyunca yogunluklarini ve siki yapisini kaybetmektedir. Yikama islemi
de daha fazla degradasyonu artirmaktadir. Ozellikle siingerimsi kemiklerde
gozenekli yap1 suyun tamamini i¢ine niifuz eder ve bu da kontaminasyona
neden olur.

4. Eger miimkiin ise bir 6rnek i¢in kullanilan eldiven ve arac¢ geregler diger
ornege gecildiginde degistirilmelidir. Calisilacak her bir 6rnek tamamen kuru
oldugunda ayr1 plastik kutulara koyulmahdir (Yang ve Watt, 2005).

5. Ogzelliklede antik DNA calismalarmm materyalini insan iskeletleri
Olusturuyor ise bu durumda insanlardan kaynakli kontaminasyonlarin ayirt
edilemesi zor olmaktadir. Bundan dolay1 kontaminasyon riskini 6nlemek igin
kaziy1 yapanlarin mutlaka eldiven ve maske takmasi gereklidir. Ayrica 6nlitkk
veya sa¢ bonesi kullanilmasi daha idealdir (Bollongino, 2008).

6. Genetik analizler icin her bir &rnek icin iki ayr1 6rnek calisilmalidir. Ornegin
bir iskelete ait dis ve uzun kemikler calisilmalidir ve bunun icin aDNA
calismast yapilacak Orneklerden dis ve kemik ayr1 ayr1 almarak
paketlenmelidir (Bollongino, 2008).

7. Kazi alanindan ¢ikarilan Orneklerin laboratuvara tasmma sirasinda kuru ve

serin yerde muhafaza edilmesi gerekir. Antik DNA c¢aligmalar1 insandan
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yapilacak ise, kaziyr yapanlarin ve arastirmacilarin sa¢ telinin ve yanak
icinden bir siirlintiiniin alinarak laboratuvara getirilmesi gerekir (Yang ve

Watt, 2005).

Bollongino ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan bir ¢aligmada tarih
oncesi doneme ait sigir kemiklerinden DNA izolasyonu yapilmistir ve yapilan
caligmada kontaminasyon olusmustur. Kegi ile koyun kazi alaninda gézlendiginden
dolay1, hayvan digkist veya hayvan kili yiiksek kontaminasyon kaynagi olarak
disiiniilmiistiir. Bundan dolay1 kaz1 alanindan ¢ikarilan kemikler evcil hayvanlardan

uzak tutulmalidir.

1.2.4.2. Antik DNA Degradasyonu

Antik DNA c¢aligmalarin1 kontaminasyondan sonra sinirlandiran bir diger
faktor, DNA’nin degrade olmasidir. Degradasyon, eski orneklerde bulunan DNA
molekiillerinin ¢ogunu yikabilir (Yang ve Watt, 2005). Yasayan organizmalarda
DNA molekiiliinde goriilen ii¢ farkli degradasyon vardir. Bunlar; hidroliz, oksidatif
hasar ve metilasyondur. Su, kemigin i¢inde bulunan kalsiyum ve fosfat minerallerini
yok ederek, mikroorganizmalarin gelismesine yol acar ve hidroliktik ve oksitadif
DNA hasarina neden olur. Hidroliz olayinda molekiillerin (adenin ve guanin) su
ilavesi ile bir kimyasal bag parcalanir. Hidroliz, pH ve sicakliga bagli olarak degisir.
DNA degradasyonu, oliimden sonra 3-56 saat arasinda en yogun sekilde gerceklesir
ve DNA tamir mekanizmasi durur. Canli hiicrelerde DNA tamir mekanizmasi ve
enzimatik onarim sayesinde DNA molekiiliiniiniin biitlinliigii stabil kalir, fakat
kemik ve dis gibi arkeolojik 6rneklerde, fosil kalintilarinda, dokular canli olmadig1

icin tamir mekanizmasi yoktur. Organizmanin Oliimiinden sonra onarim

48



mekanizmalar1 yavaglamaya baslar. Oliim sonrasi doku igerisindeki DNA,
niikleazlar tarafindan parcalanmaya baslar, hiicre igerisinde bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalar tarafindan bozunmaya baslar. Bunun gibi bir¢ok faktor DNA’nin
hizli bir sekilde parcalanmasina neden olmaktadir (Singh ve Garg, 2014). Ismnmn
yikselmesi, mikroorganizmalarin ¢ogalmasint ve Kimyasal ayrigmayi artirir.
Oksidasyon boyunca DNA’da olusan hasar, oksijene maruz kalan bakteriler
tarafindan tretilen enzimler ile tamir edebilir (Lindahl, 1993). DNA’mn hidrolotik ve
oksidatif hasar gibi kimyasal reaksiyonlara uzun siire maruz kalmasi, DNA’nin daha
hizl1 parcalara ayrilmasma neden olur ve DNA’nin ¢ogalmasma da engel olarak
antik orneklerden DNA elde etmeyi zorlastirr. Olusan bu hasar, ayrica yanlis
amplifikasyona neden olacagi icin elde edilen sonuglarm dogrulugunu da
etkilemektedir (Daskalaki, 2014). Kimyasal hasarlardan sonra insan iskeletlerinde
kalan DNA, tiirlerin kronolojik yasina bagh degildir, fakat bulundugu cografik
bolgedeki 1s1, sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorlere bagl olarak degismektedir.
Ozellikle sicak iklim bolgelerinde materyallerin korunmasi daha zor oldugu igin

sicaklik 6nemli bir faktordiir (Parsons ve Weedn, 1996; Chilvers ve ark., 2008).

Oliim sonrasindaki siirecte antropologlar ayrisma asamalarmi gozlemler,
entomologlar calismalar i¢in bocek toplar ve botanikgiler, olay yerindeki bitkilerin
yasamini inceler (Parsons ve Weedn, 1996). Oliim sonrasi siireg, detayli bir sekilde
laboratuvar ortaminda incelenecek ise, ¢iiriimiis dokular, kemik ve viicuttaki diger
organik materyaller i¢in 6zel metotlar gelistirmek gerekir. Burada dnemli olan 6liim
sonras1 degradasyonun derecesini belirlemektir. Eger degradasyon belirli bir
derecede olmus ise bu asamada laboratuvarda belirli metotlar kullanilarak tespit

edilebilir. Bunun sonucunda elde edilen bilgi, kimin ka¢ giin veya kag ay iginde
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oldiigii sorusuna cevap verebilir (Anderson, 2005). Oliimden sonra DNA stabilitesi
viicuttaki organlarda farklilik gosterir. Bir ve arkadaslarma gore (1988) ti¢ haftadan
sonra en iyi stabilite beyin korteksinde, lenf nodiillerinde ve psoas kasinda olusur.
Mikrosatellitler kullanilarak, (DNA i¢inde 10-60 baz ¢iftlik tekrar eden bir dizi) kotii
DNA’nin degrade olmadan Once dalakta ve bdbrekte bes giin muhafaza edildigi

bulunmustur (Bér ve ark., 1988).

Perry ve arkadaslar1 (1988), Olim sonrasi siirecte meydana gelen
degradasyonu belirlemek igin insan kaburga kemikleri ile ¢alismislardir. Kaburga
kemikleri laboratuvarda oda 1sisinda diisiik ve yiiksek nemli bir ortam ayarlanarak
birka¢ hafta muhafaza edilmistir ve sonrasinda bu kemiklerden DNA izolasyonu
yapilmistir. Southern Blot ve elektroforez islemlerinden sonra otoradyogram
kullanilarak DNA kantitasyonu belirlenmistir. Arastirmacilar farkli bireyler
arasindaki varyasyonun, nem gibi dogal faktoér sonucu olusan varyasyondan daha az

oldugunu belirtmislerdir (Perry ve ark., 1988).
1.2.4.2.1.Amino Asit Rasemizasyonu

Amino asitler, yasayan biitiin organizmalarda proteinlerin kimyasal
baglanmasini bloke eder. Her tiir amino asit D ve L formu olmak tizere iki formdan
olusur. Biitiin amino asitler L formu igerir, fakat zamanla kademeli olarak D
formuna doniisiir, bu islem rasemizasyon olarak adlandirilir. L formundan D
formuna D/L=1 oluncaya kadar devam eder ve bu siire¢ Onemli bir sekilde
diyajenizeden etkilenir. Amino asit raseminasyonunun iki ayri kullanim amaci

vardrr.
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Birincisi, digin aspartik asit D/L orani, 6lim yasin1 gosterir. Ancak yaklasik
15 yasinda bu tahmin hatali bir sekilde yapilabilir ve D/L formunun orani
diyajenizden etkilendigi i¢in kullanilan metotlar sadece modern kaynaklar igin
uygulanir. Bu sinrrlamalardan dolayr 6lim yasmin tahmini i¢in amino asit

rasemizasyonunun kullanimi ¢ok az olmaktadir (Tuross, 1994).

Ikincisi, Poinar ve arkadaslar1 (1996) tarafindan, iskeletlerdeki aspartik asit
rasemizasyonunun derecesinin, DNA’nin korunmasi ile paralellik gosterdigi ileri
stirilmiistir. Rasemizasyon derecesinin belirli bir oranda olmasi, DNA’nin
cogalmasma engel olmaktadir (Poinar ve ark., 1996). Rasemizasyonun gevresel
faktorlere karst hassasiyet gostermesi, DNA’nin bozunmasini hizlandirir. Antik
DNA calismalarinda amino asit raseminasyonunun asil kullanim amaci, DNA’nin
elde edinebilirligini degerlendirmek ve elde edilen DNA’y1 dogrulamaktir (Green ve

ark., 2010).

1.2.4.3. Cevresel faktorlerin DNA’nin Korunmasina Olan Etkisi

1.2.4.3.1. DNA Taponomisi

Iskelet buluntularinda yaklasik 100,000 yildan daha fazla zaman siirecinde
DNA bulunmaz (Adler ve ark., 2011). Bu zaman diliminde ¢evresel faktorlerin
DNA’nin korunmasini nasil etkiledigi tam olarak anlasilmamustir. Ornegin bazi
iskelet 6rneklerinden DNA elde edilebilirken, diger 6rneklerin yas1 ve toprak altinda
kalma siiresi ayn1 olmasina ragmen DNA elde edilememektedir. Olme nedeni,
gémiilme tipi ve diyajenize, bazi durumlarda DNA’nin korunmasini etkilemektedir.
DNA’nm korunmasinda zaman siirecinden ¢ok, ¢evresel faktorler etkili olmaktadir.

(Parsons ve Weedn, 1997; Caviedes-Bucheli, 2006). Ilik iklim sartlarina kiyasla,
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soguk ve serin iklim sartlarmda DNA’nin daha iyi korunduguna dair yapilan
caligmalar vardir (Poinar ve ark., 1996). Gilbert ve arkadaslari (2003) yapmis
olduklar1 ¢aligmada kemiklerin mikroskop incelemesi ile DNA’nin korunup
korunmadigmnin anlasilmasmin ¢ok zor oldugunu belirtirken, Collins ve arkadaslar1
(2002), kemiklerin makroskopik incelemeleri ile molekiiler korunmasi arasindaki
baglantinin tartisihir oldugunu belirtmistir (Gilbert ve ark., 2003; Collins ve ark.,

2002).

1.2.4.3.2. Humik asit, Fulvik asit ve Nem

Humik ve fulvik asit PZR’1 inhibe ettigi i¢in DNA amplifikasyonunun basar1
oranini diismektedir. Humik asidin olmasi nemlilige neden oldugu i¢in 6rneklerde
¢ok yogun miktarda humik asidin bulunmasi amplikasyonun basarisini
etkilemektedir. Nemin olmasi ayrica dislerin igine organik madde girmesine neden
olmaktadir (Burger ve ark., 1999; Akis, 2014). Hidrolitik zarar total DNA’nin
kaybma yol agmaz ancak, DNA yapisindaki modifikasyonlar1 indiikler ve bu

durumda sonuglarda tutarsizlik gosterir.

1.2.4.3.3. Mikroorganizmalarin Varhgi

Mikroorganizmalarin varligi fosillesme siirecini etkiler. Kuslarin pisligi
yiiksek konsantrasyonda iire igcermektedir ve iire de DNA’ya zarar verir. Kuslarin
diskisindan gegen kontaminasyon yiiksek mikrobiyal istilaya neden olur (Burger ve

ark., 1999).
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1.2.4.3.4. Orneklerin Muhafaza Edilmesi

Antik DNA c¢aligmalarinda kullanilacak Orneklerin  toplanmasi ve
laboratuvar ortamina getirilinceye kadar muhafaza edilmesi Onemlidir. Kazi
islemleri hizli bir sekilde yapilmalidir, kemikler giines 1s1§ina maruz kalmamalidir.
Kaz1 sonrasinda degradasyon riskini azaltmak i¢in 6rneklerin serin, kuru ve karanlik
ortamda saklanmasi gerekir (Burger ve ark., 1999; Bollongino, 2008). Kazidan
cikarilan kemikler kuru ise, oda 1sisinda saklanabilir ancak, uzun siireli ¢alismalar
icin dondurucuda saklamak ideal olanidir (Daskalaki, 2004). Ancak dondurucuda
saklanmasini daha az tercih eden arastirmacilar da vardir, ¢ilinkii buzlanmanin
olmasi DNA’nin zarar gormesine neden olmaktadir (Pruvost ve ark., 2007).
Orneklerin 0oda 1sisinda muhafaza edilmesi, cogalabilen DNA’nin  miktarmi
etkilemez fakat hedeflenen DNA Kalitesini etkiler. Orneklerin dondurucu disinda
uzun siire depolanmast DNA’nin kalitesini ve miktarin1 azaltmaktadir (Burger ve
ark., 1999;Daskalaki, 2004). Notral ve hafif alkalin ortamlar dokuyu ve DNA ‘y1
korumaktadir. Dislerin mine ve dentin tabakasinda ve kemiklerde bulunan
hidroksiapatit, asidik ¢oziiciilerde ¢6ziindligii i¢in kemik apatitine zarar verir. Notral
ve hafif alkalin ortamlar dokuyu ve DNA ‘y1 korumakt adir (Burger, 1999). Kemigin
yapisinda bulunan hidroksiapatitin korunmasi agisindan da en uygun toprak pH

degeri 7,8 dir (Akis, 2014).

1.2.4.3.5. Sicakhk

DNA’nin  korunmasindaki en Onemli faktorlerden birisi sicakliktir
(Daskalaki, 2004). Burger ve arkadaglarmin (1999) yapmis oldugu arastirmada {i¢

iilkeden farkli iklim kosullarinda muhafaza edilmis 38 Ornek iizerinde aDNA
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caligmasi yapilmistir ve ¢evresel faktorlerin etkisi tablo-2’de belirtilmistir.
Orneklerin bir kism1 Almanya Lichtenstein’de bir magaradan (8°C), bir kismi
Birlesik Arap Emirlikleri Shimal sehrinde bulunan bir mezardan (27°C), diger kism1
da Nepal’de bulunan bir mezardan (12°C) alinarak ¢alisilmistir. Buna gore, 8°C
sicaklik DNA’nin korunmasi i¢in oldukga iyi bir kosul olup, bu 6rnekler % 61-90
basarili PZR amplifikasyonu gostermistir. Sicakliligin yiiksek olmasinin DNA
kaybma neden oldugu belirtilmistir. Ayrica magaralarin sicakliginin daha diisiik
olmas1 ve yil boyunca sabit sicaklikta olmasindan dolayi, DNA’nin iyi korundugu
gozlemlenmistir (Burger ve ark., 1999). Bollongino ve arkadaslarinin (2008)
Afrika, Yakin Dogu ve Kuzey Afrika’dan elde etikler1 291 kemikten aDNA
karsilagtirilmasi yapilmis ve sicakligin fazla oldugu giiney bolgelerde DNA’nin daha
az korundugu, kuzey bolgelerde ise sicaklik daha diisiik oldugundan dolay1 daha
basarili DNA elde edildigi belirtilmistir (Bollongino ve ark., 2008). Sicakligin diisiik
olmas1 bir¢cok kimyasal reaksiyonu yavaglatarak, mikroorganizmalarin ¢ogalmasini
azaltir. Bundan dolayr DNA’nin korunmasi ve basarili bir PZR amplikasyonu i¢in
DNA c¢alisilacak 6rneklerin kazi alanindan ¢ikarildiktan sonra serin, kuru ve asidik
olmayan bir ortamda muhafaza edilmesi gerekir (Tuross, 1994; Hedges, 1995;
Nielsen-Marsch ve Hedges, 2000; Daskalaki, 2004; Bollongino ve ark., 2008).
Magara sicakliklarmin diisiik olmas1 ve magaralarm kalkerli bir yapiya sahip olmasi,
aDNA caligmalarinda onemli bir faktdrdiir (Bollongino ve ark., 2008). iklim
sartlarinin ve 6rneklerin muhafaza edilme sicakliklarinin aDNA ¢alismalarina ¢ok az
bir etkisi oldugunu belirten Leney (2006), tropikal ve ithman iklim &zelliklerine
sahip bolgelere ait kemik Orneklerinden aDNA c¢aligmas1 yapmistir. Tropikal

bolgedeki orneklerden %66,9 1liman bdlgedeki orneklerden ise %75,9 oraninda
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basarili bir sonug elde etmistir ve sicakligin aDNA ¢aligmalarinda 6nemli bir faktor

oldugunu ancak, DNA’nin korunmasinda tek 6nemli faktor olarak diisiiniilmemesini

belirtmistir (Leney, 2006).

Tablo-2 DNA’nin korunmasinda etkili olan cevresel faktorler (Burger ve ark., 1999)

Mikroorganizmalarin Varligi

Mikroorganizmalar ve onlarin metabolitleri DNA’y1
tamamen yikabilir.

UV ‘nin olmamasi

Ultraviyole, dokunun sadece dis ylizeyine etki eder. Sert
dokular ile ¢alisma yapilirken ¢ogunlukla 6rneklerin dis

yiizeyi uzaklastirildiktan sonra UV de bekletilmesi gerekir.

Kuruluk ve nem

Kuru bir ortam, hidrolitik ve oksidatif hasara neden olur.

Oliimden sonra hizli defin

Gaz olusumu ve yumusak dokunun yapisinin bozulmasi
mikroorganizmalarm ¢ogalmasmi hizlandirir.

Sert ve Kuru dokular

Sert ve kuru dokular fiziksel ve kimyasal reaksiyonu
engeller. Kemikler ve disler organik kalintilari kimyasal
reaksiyonlara ve mikroorganizmalara kars1 korur.

Diisiik Sicaklik

Diisiik sicaklik bir¢ok kimyasal reaksiyonu yavaglatir ve
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini azaltir.

Notr veya hafif alkali pH degeri

Azalan c¢evresel pH ile sadece DNA’nin kendisi degil,
ayrica dis ve kemikte yok edilir. Notral ve hafif alkalin
ortamlar dokuyu ve DNA ‘y1 korur.

Diisiik Sicaklikta Muhafaza Etme

Kazidan ¢ikarilan kemiklerin DNA kalitesinin
saglanabilmesi i¢in diisiik sicaklikta saklanmasi gerekir.

1.2.5 Antik DNA Cahsmalarinda Ozgiinliik Kriterleri

Antik DNA ¢alismalarinda karsilagilan sorunlardan dolay1 yanlis sonuglar

elde edilebilir. Bunun igin aDNA c¢alismalarinda bazi Onlemlerin alinmasi ve

calisgma srrasinda uygulanmasi gereken kriterler vardir. Pddbo ve arkadaglarmnin

(1989) yaymlamis oldugu ¢alisma tablo-3’te verilmistir.
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Tablo-3 Antik DNA i¢in 6zgiinliik kriterleri (Paabo ve ark., 1989)

1

Amplifikasyon
trtinlerinin klonlanmasi
ve birden fazla klonun
sekanslanmasi

Bu islem, kontaminasyon ve DNA hasari nedeniyle
olusan amplifikasyon iiriinlerinin heterojenligini kontrol
eder.

Ekstraksiyon kontrolleri
ve PZR kontrolleri

Yapilan her bir izolasyon isleminde en az bir tane
negatif izolasyon kontrolii bulunmalidir. Ayni sekilde
PZR islemleri i¢in de birden fazla negatif kontrol
bulunmahidir (Sekil-3) .Kullanilacak olan bu negatif
kontrollerin  birisi DNA ekstraksiyonu asamasinda
yapilan negatif kontrol, digeri de PZR asamasinda
hazirlanan kontrol olmalidir.

Ayni veya farkli DNA
izolasyonlarindan
amplifikasyonlarin
tekrar edilmesi

Amplifikasyonlarin tekrar edilmesinin iki amaci vardir.

Bunlardan birincisi cok az goriilebilecek
kontaminantlar1 tespit etmek i¢in, bir digeri de DNA
bolgelerinin  yanlis  kodlanmasmi  denetlemektir.

DNA’nm yanls kodlanmasindan dolay asil istenen gen
bolgesine ait molekiillerin sayis1 oldukg¢a diisiik
olmaktadir. Bundan dolay1 da amplifikasyon sonucunda
istenilen basariya ulasilmasi zor olmaktadir.

Korunan
makromolekiillerin
biyokimyasal analizleri

Ornekler biyokimyasal olarak zayif korunmus ise, bu
orneklerin DNA igerme olasihigr c¢ok diisiiktiir.
Orneklerin biyokimyasal olarak iyi korunmasi, antik
DNA dizilimlerinin dogru oldugunu destekleyebilir.

Niikleer DNA haricinde
mtDNA’nm varligi

Niikleer DNA’nin farkli bolgelerini c¢ogaltmak igin
tercihen kullanilabilecek farkli primerler mevcuttur.
Bundan dolayr bu asamada dikkat edilmelidir, ¢linkii
farkli amplifikasyon iiriinlerinde mtDNA ile ortiisebilen
niikleer eklemeler olabilir. Ozelliklede popiilasyon
cesitliligi amaciyla yapilan ¢aligmalarda dikkat edilmesi
gerekir.

Ikinci bir laboratuarin
olmasi

Laboratuvar ortamindaki kimyasallardan veya el ile
temas sonucu olusabilecek kontaminasyonu denetlemek
icin ikinci bir laboratuarin olmasi fayda saglayacaktir.
Ancak bu yapilan her c¢alisma icin garanti
vermemektedir, fakat bu 6nlem yeni veya umulmadik
sonuclar1 elde etmeyi Onleyebilir. Burada dikkat
edilmesi geren nokta, ornekler laboratuvara gelmeden
once yiizeydeki kontaminantlardan uzaklastirima
islemleri kesinlikle ikinci bir laboratuvarda yapilmalidir.

Amplikasyon verimi ve
amplifikasyon sonucu
olusan iirliniin uzunlugu
arasinda ters bir
korelasyon olmalidir.

Antik DNA pargalanmis oldugu i¢in, amplifikasyon
verimliligi, Uriinin uzunlugu ile dogru orantili
olmayacaktir.
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Sekil-3 Cogu antik buluntulara ait DNA 6rneklerinde sadece kisa gen bdlgeleri ¢ogalabilir.
1-7 arasindaki bantlar, Ge¢ Pleistosen donemindeki magara ayilarmma ait mtDNA
amplifikasyonlarinin elektroforez goriintiileri. PZR asamasinda iki tane kontrol (K1,K2)
kullanmilmustir.6 6rnek 105 bg. uzunlugunda, 2 6rnek 127 be. uzunlukta amplifiye olmus ve
175 be. de ise higbir 6rnek amplifiye olmamistir (Pdabo ve ark., 2004).

1.2.6. Antik DNA Analizlerinde Uygulanan Yontemler

Tarihteki ilk antik DNA ¢alismasi, Higuchi ve arkadaslar1 (1984) tarafindan
quagga’nm (soyu tiikenmis olan zebra) DNA-‘s1 basarili bir sekilde ¢ogaltilarak
DNA dizini elde edilmistir (Higuchi ve ark., 1984). Bu tarihten sonra molekiiler
biyolojide kullanilan tekniklerinde gelismesi, aDNA caligsmalarmma biiylik avantaj

saglamustir.

Literatlirdeki ¢ogu DNA izolasyon yontemi, aktif hiicreleri iceren taze
dokular kullanilarak yapilmistir. Ancak antik oOrneklerden DNA izolasyon
calismalarinda karsilasilan bazi zorluklar vardir. Bunlardan birincisi antik DNA
calismalarinin basladig: tarihten itibaren, hemen hemen ¢ogu antik 6rnekte DNA’nin

cok az korunmus olmasi ve DNA’nin degradasyona ugramasidir. Ancak, aDNA
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caligmalarinda genellikle hiicreler iyi korunamadigi icin DNA’ya ulagsmak ve DNA
elde etmek zordur. ikincisi ise, aDNA, oksidatif ve hidrolotik hasara ugradig: icin,
izolasyon asamasinda yiiksek sicaklik kadar, hiicre zarin1 par¢alamak igin kullanilan
giicli deterjanlarda zarar vermektedir. Bir diger sorun ise antik kemik ve dis
orneklerinin ¢ok fazla miktarda PZR inhibitorii igermesidir (Hoss ve Padbo, 1993;
Hanni ve ark., 1995;Kalmar ve ark., 2000).Bu durumda DNA izolasyonuna engel

olup, saf DNA elde etmeyi gliglestirir.

Arkeolojik veya adli iskelet kalintilarindan DNA izolasyonu, yapilacak
analizler igin olduk¢a gii¢lii veri saglar, fakat birgok metodolojik problemi de ortaya
cikarir. Bu problemlerden biri siiphesiz ki dis ve kemik yiizeylerinde bulunan
modern kontaminasyonun varligidir ki bu da yanls pozitiflige yol acar bu ylizden
DNA izolasyon asamasima gecilmeden Once kontaminantlar uzaklastirilmaz ise

hatali sonuglar elde edilir (Kemp ve Smith, 2005).
1.2.6.1. Dekontaminasyon Yontemleri

Antik 6rneklerden DNA izolasyonu yapilirken uygulanan higbir yontemde
sadece endojen DNA elde edilmemektedir, calisilacak Ornegin tizerinde veya
cevresinde bulunan bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalarin liremesi sonucunda
olusan ekzojen DNA da elde edilmektedir. Ekzojen DNA miktarmnin, endojen DNA
miktarindan daha ¢ok oldugunu gosteren g¢aligmalar vardir (Hoss ve ark., 1996;
Noonan ve ark., 2005; Poinar ve ark., 2006). Bu yiizden DNA izolasyon yontemleri
oncesinde yapilacak olan dekontaminasyon c¢aligmasi Onemlidir (Rohland ve
Hofreiter, 2007). DNA izolasyonuna baslamadan dnce 6rneklerin yiizeyinde bulunan

ekzojen DNA’nin uzaklastirilmasi i¢in uygulanan dekontaminasyon islemi fiziksel
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(calisilacak Ornegin ylizeyinde bulunan partikiillerin uzaklastirilmasi), kimyasal
olarak (kimyasal maddeler ile ile silerek veya islatarak) veya ornek yiizeyini UV
151n1 altinda bir siire bekleterek yapilabilir (Kemp ve Smith, 2005). Arastirmacilarin
kemik ve dis orneklerine uyguladiklar1 bu yontemler su sekildedir: (Kaestle ve

Horsburgh, 2002; Kemp ve Smith, 2005; Watt, 2005; Kirsanow, Burger, 2012).

1. Kemigin veya disin yiizeyini yikama

2. Kemigin veya disin yiizeyini fiziksel olarak uzaklastirma

3. Kemik veya disin sadece 6n kismin1 materyalden uzaklagtirma

4. Kemigin veya disin ylizeyini asit ile yitkama

5. Kemik veya disi ultroviyole 15181inda birakma

6. Kemik veya disi oldukga yiiksek yogunlastirilmis etanole maruz birakma

7. Kemik veya disi gamasir suyuna (sodyum hipoklorit-NaCl) maruz birakma

8. Kemik veya dise bu metotlarin kombinasyonu seklinde bir yontem
uygulanabilir.

1.2.6.1.1. Fiziksel Temizlik ile Dekontaminasyon

Watt, (2005) yapmis oldugu tez ¢alismasinda antik DNA ¢alisan 106 kisiden
79’u, Orneklerin yiizeyini fiziksel olarak wuzaklastrma teknigini uyguladigini
belirtmistir. Ozellikle de el frezesi veya matkap kullanimi fiziksel temizlemede en
cok kullanilan tekniktir. El frezesi ve matkaptan sonra ise zimpara kagidi, firga ve
nester bigagi kullanilmaktadir (Watt, 2005). Yiizeyi fiziksel olarak temizlemek igin
zimpara kagidi veya el frezesi kullanmak yeterlidir ve bu asamada Grnegin tiim
yiizeyinin uzaklastigindan emin olmak gerekir. Ancak bu yontemde, yiizey
temizlenirken ortamda ekzojen DNA’y1 i¢eren ¢ok fazla toz olusur ki bu durum, da

kontaminasyona neden olur (Watt, 2005; Rohland ve Hofreiter, 2007). Ayrica kemik
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yiizeyi piriizli ise veya kemigin sekli diizgiin degilse, yapilan yiizeysel temizligin
yeterli olup olmadiginin anlasilmasi zor olmaktadir (Watt, 2005). Dis fir¢ast ve
bistiiri yilizeyde bulunan kaba topraklarm, bitki kalintilarnin temizlenmesinde
kullanilabilir. Uzun kemikler, kafatas1 ve kaburga gibi boyut olarak biiylik olan
kemiklerin temizliginde zimpara veya donerli tel firca etkili bir teknik olarak
disiiniiliirken, el veya parmak kemigi gibi kiiclik ve hassas olan kemiklerde bu
teknik uygun goriilmemektedir. Bu kemikler yapisindan dolayr zimparalama iglemi
sirasinda daha kolay parcalanacagi icin fircalama veya zimparalama teknigi
onerilmemektedir. Bu gibi durumlarda Cemper-Kiesslich ve arkadaslar1 (2014)

etanol ile yikama teknigini dnermektedir (Cemper-Kiesslich ve ark., 2014).

1.2.6.1.2. Kimyasal Temizlik ile Dekontaminasyon

Orneklerin yiizeyinde bulunan kontaminantlar1 uzaklastirmak igin Triton-X
100, N-lauryl-sarcosine, SDS, CTAB, Tween 20 ve ¢amasir suyu gibi kimyasallar
kullanilir. Kemiklerin yiizeyini siinger ile silmek, kemiklerdeki gézenekli yapidan
ekzojen DNA’nin igeri girmesine izin vermeyebilir, ancak o6zelliklede gozenekli
yaptya sahip kemiklerin ¢amasir suyu ile yikanmasi, c¢amasir suyuhun
gozeneklerden igeri girmesine neden olur ve bu durum kontaminasyona neden
olacagi gibi antik orneklerde ¢ok az miktarda bulunan endojen DNA’y1 da yikabilir
(Rohland ve Hofreiter, 2007). Kimyasal dekontaminasyon metotlar1 igerisinden en
cok camasir suyu kullanilmaktadir. Camasir suyu ekzojen DNA’y1 yikarken,
endojen DNA’y1 etkilemez. Antik DNA c¢alismalarinda endojen DNA, kemik
mineraline baglanir ve bdylece c¢amasir suyunun etkilerinden korunmus olur

(Higgins ve Austin, 2013).
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1.2.6.1.3. Ultroviyole Isim ile Dekontaminasyon

Ultroviyole dalga boyu araliklarma gore ii¢ kisima ayrilir; UVA (320-
400nm), UVB (280-320nm) ve UVC (200-280 nm) (Ke ve ark., 2005). UV 1sn1,
goriiniirde olan yoriinge elektronlarinin uyarilmasma neden olur ve yiiksek enerji
seviyelerine getirmesini saglar. Yapilan ¢alismalar hiicre i¢i biyomolekiiller, DNA
hasarmi ve mutasyonu indiikleyen UVC’y1 giiclii bir sekilde c¢ektigini géstermistir
(Sakar ve Sommer, 1990; Ke ve ark., 2005). Ultroviyole 1511, 6rneklerin yiizeyini
temizlemede etkili olabilir, fakat kemik yiizeyi piiriizlii ise uygulanan bu yontem
dekontaminasyonu saglayamayabilir. UV ayrica kemigin sadece yiizeyine etki eder,
bu yiizden kemigin i¢ine niifuz eden endojen DNA’ya etki etmez. Sakar ve Sommer
(1990) farkli miktardaki DNA o6rneklerini farkli dalga boyunda ve farkli zaman
araliklarinda UV 1gsinina maruz brrakmislardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda UV
isininin Orneklere olan mesafesinin 6nemli oldugunu, aradaki mesafe azaldik¢a
amplifikasyon {iriinlerinde biiyiik bir azalma oldugu ve UV’nin en etkili oldugu
dalga boyunun 254 nm. oldugu sonucuna varmuslardir (Sakar ve Sommer, 1990).
UV’nin Taq polimeraz enzimi veya primerleri tlizerine etkisi konusunda
aragtirmacilarin farkli sonuglar1 vardir. Sakar ve Sommer (1990) ile Dwyer ve
Saksena (1992) UV’nin Taq polimeraz enzimini ve primerleri etkilemedigini, Belak

ve Ballagipordany (1993), Fox ve arkadaslar1 (1991) ise etkiledigi goriisiindedir.

UV’nin DNA f{izerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismalar sonucunda Watt
(2005), UV’nin dekontaminasyon ¢aligmalar1 i¢in kemik ve disler igin
uygulanabilecegi gibi laboratuvarda calisma alanlar1 iginde kullanilabilecegini,
ancak UV kullanilacak 6rnek yiizeyinin kuru olmasi gerektigi belirtmistir (Watt,

2005). Budowle (2014) ise UV 1sinmin sadece laboratuvar ortami ve malzemeler
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icin kullanilmasini uygun goriirken kemik ve dis 6rneklerinin ylizeysel temizligi i¢in
UV kullanimi yeterli olmadigmi, Cemper-Kiesslich ve arkadaslar1 (2014) hiicrelerin
UV isinindan direkt olarak etkilenmedigi i¢in, kontaminasyonu dnlemek i¢cin UV’yi
tek basma kullanmanin yeterli olmadig1 goriisiindedir (Budowle, 2014;Cemper-

Kiesslich ve ark., 2014).

Fiziksel yiizey temizleme, dekontaminasyon islemleri icinde en ¢ok
kullanilan tekniktir ve kemik ylizeyindeki kontaminantlar1 etkili bir sekilde
uzaklastirir. Ancak bu teknik, kemik dokunun i¢ine niifus etmez. Kimyasal temizlik,
kemigin i¢ine niifuz ederek etkili bir sekilde kontaminantlar1 uzaklastirir, ancak bu
teknikte kullanilan kimyasal malzemeler de DNA’ya zarar verebilir. UV’nin
laboratuvarlarda daha ¢ok mikrobiyal dekontaminasyon igin kullanimi uygun

goriiliip, aDNA ¢alismalarinda tek basina etkili olmamaktadir (Watt, 2005).
1.2.6.2. Dekalsifikasyon

Kemik dokusunun %70’ini inorganik kistmdan olusur. Ozelliklede antik
kemik Orneklerinin inorganik kisminda bulunan kalsiyum hidroksiapatit kristalleri
DNA’ya ulagsmay1 zorlastirir. DNA’ya ulasmak icin oncelikle Ca? iyonlarmin
uzaklastirilmas: gerekir (Hochmeister ve ark., 1991; Loreille ve ark., 2007). Toz
haline getirilmis kemik ve dis Ornekleri i¢in pH degeri 7-8,5 olan EDTA
tamponunda inkiibasyonu esasmna dayanan dekalsifikasyon islemi 6rneklerin
durumuna bagl olarak degismekle birlikte, inkiibasyon siiresi 72 saat siirer ve her 24
saatte bir EDTA tamponu degistirilir (O’Rourke, 2000a; Cemper-Kiesslich, 2014).
EDTA ozellikle kemikte fazla bulunan kalsiyum ve megnezyuma baglanarak,

DNA’nin agiga c¢ikmasmi saglar (Cemper-Kiesslich, 2014). Dekalsifikasyon
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asamasinda sadece EDTA kullanan arastirmacilarda vardir, ancak EDTA’nin
varliginda Proteinaz K, daha ¢ok aktivite gosterdigi i¢in ikisinin birlikte kullanimi
daha yaygindir. Proteinaz K’nin optimum reaksiyon sicakligt 56°C olarak
belirtilmistir, ancak oda 1sisinda (22°C) ve 30°C de inkiibasyona birakilan 6rneklerin
sonuglar1 karsilastirildiginda ¢ok 6nemli bir fark gozlenmemistir (Cemper-Kiesslich,
2014). Altungul (2001), kemik orneklerinde dekalsifikasyon yapilmadan da basarili

DNA izolasyonunun yapilabilecegini belirtmistir (Altungul, 2001).

1.2.6.3. DNA lizolasyon Yéntemleri

DNA analizleri; molekiiler genetik arastirmalarinda, adli bilimlerde
anne/babalik testlerinde, DNA parmak izi belirlemede, hastalik teshisinde,
filogenetik aragtirmalarda, gen expresyonunda, genom yapisinin belirlenmesinde,
genomik kiitiiphane olusturulmasinda, gen klonlama alanlarinda rutin olarak
kullanilmaktadir. Molekiiler genetik alaninda yapilan ¢alismalarda ilk islem calisilan
materyalden DNA’y1 saf bir sekilde elde etmektir. DNA izolasyonunda temel olarak
oncelikle hiicre ¢ekirdegindeki DNA’ya ulasmak i¢in, hiicre duvari pargalanir.
Pargalama fiziksel ve kimyasal yollar ile yapilabilir. Fiziksel par¢alamada dondurup
¢Ozdiirme seklinde hiicre duvar1 yikilir. Kimyasal pargalamada ise ¢esitli kimyasal
maddeler kullanilir. Daha sonra DNA-protein kompleksinin ¢oziinmesi saglanarak,
proteinlerin  ortamdan uzaklagmasi saglanir. Bu asamada denatiirasyon
gerceklestirilir. Yani ¢ift zincirden olusan DNA molekiiliiniin yiliksek sicaklikta
birakildiginda tek zincirli hale gelmesi saglanir. Bu asamada yaygin olarak
fenol/kloroform kullanilir, ¢iinkii fenol-kloroform gibi organik ¢oziiciiler proteinleri
DNA’dan uzaklastirir. Fenol-kloroform disinda DNA’y1 tutma 6zelliginden dolay1

spin Klonlar da son zamanlarda kullanilmaya baglanmistir. Spin klonlarda DNA
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haricindeki diger molekiiller tamamen uzaklagir. Son asamada ise DNA’nin fiziksel
veya kimyasal yontemler ile diger molekiillerden uzaklastirilmasi saglanir (Catteneo
ve ark., 2000). Antik DNA analizlerinde kullanilan yontemler, adli bilimlerde
kullanilan yontemlerle aslinda aynidir, ancak aDNA c¢aligmalarinda Grneklerin
iizerinden uzun bir slire gectigi i¢in normal prosediirde bazi degisiklikler yapilarak
kullanilmaktadir. Organik faz olusturan (fenol/kloroform) veya DNA’nin kat1 bir
yiizeye (silika) baglanmasini saglayan yontem yaygin olarak kullanilmaktadir

(O’Rourke ve ark., 2000a).

Antik veya taze kemik ve dis Ornekleri ile ¢alisma yapilacak ise, izolasyon
soliisyonuna Triton X-100 eklenebilir. Triton X-100, bozulmamis hiicre zarmi ve
proteinlerini yikar, N-phenacylthiazolium bromid (PTB) veya dithiothreitol (DTT)
PZR inhibitorlerinin etkisini azaltmak i¢in kullanilabilir. Genellikle chaotropic
ajanlar, hidrojen baglarini yikan bir molekiildiir ve genellikle DNA’y1 silikaya
baglama amaciyla kullanilir, ancak bu silire¢ tam anlagilmamakla birlikte, cogunlukla
DNA’nin dehidrasyonu ile sonuglanir. Guanidium izotiyosiyanat (GuSCN) veya
Nal, chaotropic ajan olarak aDNA caligmalar1 i¢in kullanilabilir (Boom ve ark.,
1990). Ayrica GuSCN, PZR inhibitorii igermedigi i¢in hiicre duvarm pargalamak
icin kullanilabilir (Hoss ve Padabo, 1993; Krings ve ark., 1997; Poinar ve ark., 1998;
Hofreiter ve ark., 2004). Silika yontemi, kemik ve dis 6rneklerinden kisa zamanda
DNA elde edilmesi agisindan bir avantaj saglarken, izolasyon soliisyonu iginde fazla
miktarda EDTA bulunmasindan dolayr da dezavantaj olmaktadir (Rohland ve

Hofreiter, 2007).

Kotan (2010) oda 1sinda 6 ay bekletilen 15 adet costa kemiginden silika

yontemi ile DNA elde etmistir. Calisilan bu kemiklerden 3 tanesi eski kemik olup,
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bu kemiklerden DNA elde edememistir (Kotan, 2010). Rohland ve Hofreiter
(2007b) DNA izolasyon tekniklerini karsilastirmak igin kapsamli bir ¢aligma
yapmistir. Bu ¢aligmanin ilk asamasinda DNA ekstraksiyon soliisyonu igine Triton
X-100, %1 Tween 20, SDS, CTAB ve N-lauryl sarcosin ekleyerek ayri soliisyonlar
hazirlamiglar ve ayni 6rneklerden DNA elde etmislerdir. Triton X-100 eklenerek
hazirlanan DNA soliisyonii, en iyi sonucu vermistir. Burada sasirtict sonucu veren
kimyasal ise N-lauryl sarcosin olmustur, ¢iinkii DNA izolasyonununda ¢ok yaygin
olarak kullanilmasma ragmen, elde edilen DNA’nin Kkalitesinde ¢ok etkili
olmamistir. Deneyin ikinci asamasinda, kemikleri eritmek igin gerekli olan sicaklik
ve inkiibasyon siiresi test edilmistir ve kisa siireli inkiibasyon sonucunda kemik
tozunun erimesinde bir degisim goriilmez iken, uzun siireli ve yiiksek sicakliktaki
inkiibasyonda kemiklerin tamamen eridigi gdzlemlenmistir. Ozelliklede 56°C’de iki
ay bekletilen 6rnekler, oda 1sisinda 4 giin inkiibasyona birakildiginda elde edilen
DNA miktarinda artis gozlenmistir. Proteinase K ve EDTA’nin DNA
izolasyonunda pozitif etkisi goriiliirken, Tris’in bir etkisi goriilmemistir (Rohland ve
Hofreiter, 2007b). Dislerde kullanilan izolasyon metotlarinda proteinase K ve
EDTA’nm birlikte kullanilmas1 ile iyi sonuglar almmistir. M.O. 300-600 yillar1
arasinda tarihlendirilen dislerde mtDNA ve niikleer DNA calisiimistir ve %90
oraninda basarili sonu¢ alinmustir (Shiroma ve ark.,, 2004). DNA ve diger
biyomolekiiller arasindaki capraz baglar1 azaltmaya yardimci olan ve ayrica
proteinlerin erimesini kolaylastiran DTT, DNA izolasyonlarinda kullanilmaktadir
ancak, Proteinase K kemikteki kolejeni ve capraz baglar1 eritmede tek basina yeterli

oldugu i¢in DTT’ye goére daha ¢ok tercih edilmektedir. Birgok kimyasal aDNA
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caligmalar1 i¢in izolasyon soliisyonuna eklenmektedir, ancak ¢ogunun DNA elde

etmede bir etkisi yoktur (Rohland ve Hofreiter, 2007a).
1.2.6.3.1.  Fenol Kloroform ile DNA izolasyon Yéntemi

Organik izolasyon yontemi olan fenol-kloroform yonteminde en 6nemli
ama¢ proteinleri ortamdan uzaklastirmaktir. Ortamda bulunan proteinler
uzaklastirildiktan sonra, fenol/kloroform ile niikleik asitler saflastirilir (Altuncul,
2001). Proteinler ortamdan uzaklastirilmadan once bir deterjan ile hiicre zari
parcalanir, proteinaz K enzimi ile peptit baglar1 yikilir. Esit hacimde fenol/kloroform
ilave edildikten sonra santrifuj edilerek fenol uzaklastirilir. Bu asamada
fenol/kloroform/izoamil alkol karisimini kullanan ve Oneren arastirmacilar vardir
Sambrook ve ark., 1989; Cattaneo ve ark., 2000). Kloroform izoamil alkol (24:1)
eklendikten sonra tekrar santrifuj edilerek, DNA igeren siv1 faz yeni bir tiipe alinir
ve soguk %100 etanol ile ¢oktiiriilir (Kaestle ve Horsburgh, 2002). Coktiirme
asamasinda etanol yerine izopropanol kullanimi ile PZR inhibitorlerinin
uzaklastirilmas1 da saglandig1 i¢in bu asamada izopropanol kullanimini Oneren
aragtirmacilar vardir (Sambrook ve ark., 1989; Hanni ve ark., 1995). Ayrica alkole
sodyum klorit, lityum Klorit, sodyum asetat, amonyum asetat veya potasyum asetat
ilave edilip, 24 saat -20°C’de bekletilmesi ile DNA miktarini artirabilir (Miller ve
ark., 1988; Sambrook ve ark., 1989). Altungul (2001) yapmis oldugu g¢alismada
kemik Orneklerinde chelex ve sodyum asetat yonteminin basarili olmadigmi, fenol-
Kloroform/izoamilalkol yonteminin oldukg¢a basarili oldugunu belirtmistir (Altungul,
2001). Fenoliin toksik olmasi, ¢evreye olan zararindan dolay:r ve fenol kalintilarini
ortamdan uzaklagtirmak i¢in Bozkaya (2012) yapmis oldugu c¢aligmada fenol yerine

potasyum asetat kullanmistir. Calismada fenol-kloroform yontemine gore daha az
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miktarda DNA elde edilmis ancak, istenilen miktarda ve kalitede DNA elde edildigi
icin fenol yerine potasyum asetat kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Bozkaya,

2012).
1.2.6.3.2. Silika Yontemi ile DNA Izolasyon Yontemi

Inorganik izolasyon ydntemlerinde ortamda bulunan tuzlar uzaklastirilarak,
proteinlerin  pargalanir.“’Silika yontemi ile DNA izolasyonu, guanidium
1zotiyosiyanatin pozitif yiiklii amin gruplar1 igeren ucuna DNA, diger ucuna da silika
par¢acigmin baglanmasi esasmna dayanan bir metottur’’(Kotan, 2010; 9). Silika
temelli DNA izolasyon yontemi iki kisimda incelenebilir. Yang (1998) silika
Klonlarin1 gelistirerek bir protokol olusturmustur (Yang, 1998). Rohland ve
Hofreiter (2007a) Pleistosen donemine ait magara ayilarmin kemik ve dis
orneklerinden DNA elde etmek igin silikayr siispansiyon halinde kullanarak
optimize etmis, karsilasilan sorunlar igin ¢esitli ¢oziimler tiretmislerdir (tablo-4) ve
arastirmacilar bu yontemin diger izolasyon yontemlerine gore avantajlarinin oldugu

goriisiindedir (Rohland ve Hofreiter, 2007b). Bunlar;

1. Antik o6rneklerde DNA izolasyonunda yapilan islemler ¢ok olmamakla
birlikte iki giin siiren bir siirede DNA izolasyonu hizli ve kolay bir sekilde
tamamlanmaktadir.

2. Silika yontemi ile farkli miktardaki kemik tozlarina ve DNA izolasyonu
sirasinda  kullanilan ekstraksiyon hacmine kolaylikla uyarlanabilir.
Ornegin 50 mg kemik tozu i¢in 1ml ekstraksiyon soliisyonu, 2 gram
kemik tozu i¢inde 10 ml ekstraksiyon soliisyonu kolaylikla

hazirlanabilmektedir.
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3. Bu yontem sadece standart olarak kullanilan laboratuvar malzemelerini ve
¢ok az miktarda kimyasal malzemeye ihtiya¢ duymaktadir. Islem
stirecinde gerekli olan sicaklik araligi 20-23 °C oldugu i¢in kolay bir
sekilde uygulanabilmektedir (Rohland ve Hofreiter, 2007b).

4. DNA izolasyonunda kullanilan organik metotlar iyi sonuglar vermesine
ragmen, tehlikeli kimyasallar icerdiginden dolayr PZR inhibitorlerini
uzaklastirilmada basarisiz  olmaktadwr. Silika yOnteminde PZR
inhibitérleri daha az problem olusturmaktadir ve kolay bir sekilde
uzaklastirilabilir (Hasan ve ark., 2014; Kalmar ve ark., 2000; Hénni ve

ark., 1995; Hoss ve Péadbo, 1993).
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Tablo-4 Silika yontemi ile yapilan DNA izolasyonunda karsilasilan sorunlar ve

onerilen ¢oziimler (Rohland ve Hofreiter, 2007a)

Sorun Sorun Kaynag Coziim
Calisilan  Ornekte inhibitdor olup olmadigini
belirlemek icin, uygulanan prosediir
Inhibitor basamaklarinda pozitif kontrol kullanilmalidir.
maddeler Ayrica DNA izolasyonu yapilacak oOrneklerin
tekrar calisilma durumu oldugu i¢in kiigiik
hacimlerde ayrilip saklanmasi gereklidir.
Uygulanan asamanin dogrulugunu dogrulamak
icin pozitif kontrol kullanimalidir. DNA
Ornegin az veya izolasyonu z}.samasmda birden fazla C'?rnek 11e
hic DNA calisilmali, ornelfle‘rde DNA elde edllerpedlgl
icermemesi durumda en az iki kere‘1§lem tekrar edilmeli,
Uygulamanin ornek miktar1 en az iki katina ¢ikarilarak
basariz olmasi tekrardan DNA izolasyonu yapilmalidir.
Baglanma asamasi, orjinal baglama soliisyonu
- kullanilarak tekrar edilmelidir. Yeni bir silika
Silikaya eklenereck, pH ¢ok disik ise tekrar
baglanmanmn ayarlanmalidir. Antik orneklerde degradasyon

yetersiz olmasi

sorunu oldugu i¢in, bu basamagm en basindan
tekrar edilmesi daha uygundur.

Kullanilan
soliisyon veya
tamponlarm ¢ok
eski olmasi

Kullanilan tiim soliisyon ve
tekrardan hazirlanmasi gereklidir.

tamponlarin

DNA
izolasyonunda
kontaminasyon

olusmasi

Kullanilan
soliisyonlar
kontamine
olmus olabilir

Endojen DNA ile kontamine olan DNA arasinda
farklilik var ise (bu durum sadece her bir iiriiniin
ayr1 klonlanmasi ile ayirt edilebilir) isleme devam
edilebilir veya tiim izolasyon asamasi yeni
soliisyonlar hazirlanarak tekrar edilmelidir (tekrar
edilmesi daha uygundur).

Capraz
kontaminasyon
olmus olabilir

Yeni soliisyonlar hazirlanarak, DNA izolasyonu
tekrar edilmelidir.
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1.2.6.3.3.  Ticari Kitler ile DNA izolasyon Yontemi

Ticari kitlerde ¢ok az miktarda materyale ihtiya¢ duyulmasi, fenol-kloroform
ve silika yOntemine gore daha hizli sonu¢ vermesi ve islem basamaklarinda
kontaminasyon riskinin daha az olmasi nedeniyle giliniimiizde kullanimi giderek
artmaktadir. Hizl1 ve giivenilir sonu¢ vermesinden dolay ticari kitler 6zelliklede adli
bilimlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Farkli markalar1 olan ticari kitlerde de
DNA izolasyonu i¢in uygulanacak prosediirler her kitin icinde bulunmaktadir
(Cattaneo ve ark., 2000). Cattaneo ve arkadaslar1 (1997) kemik ve kan orneklerine
ti¢ farkli DNA izolasyon yontemi uygulamistir ve ticari kit ile olan izolasyon
sonucunda en iyi DNA’y1 elde etmislerdir (Cattaneo ve ark., 1997). Rohland ve
Hofreiter, 40 mg kemik tozu kullanarak, antik kemik orneklerine farkli DNA
izolasyon yontemlerini uygulamistir. Calismanin sonucunda fenol-kloroform
yontemi ile elde edilen DNA kalitesinin, ticari kit ile elde edilen DNA Kalitesine

yakinlik gosterdigi belirtilmistir (Rohland ve Hofreiter, 2007D).
1.2.6.4. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR, in vitro kosullarda bir DNA dizisinin istenilen ve ¢ogaltilmak istenen
iki pargasi arasindaki boliimiin enzimatik olarak c¢ogaltilmasma dayanan bir
tekniktir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile az miktarda ekstrate edilmis
materyallerdeki 6rneklerin ¢ogaltilmasi miimkiindiir (Balogh ve ark., 2003). PZR ile
birlikte sadece tek bir gen kopyasindan hizli bir sekilde milyonlarca kopya elde
edilebilir (Saiki ve ark., 1988; Belak ve Ballagipordany, 1993). PZR islemi ii¢

asamada gerceklesir;
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Denatiirasyon: Cift zincirli DNA’nin yiiksek sicaklikta ¢oziinerek tek zincirli
DNA haline gelmesine denatiirasyon (bozulma) denir. Denatiirasyonun
gerceklesmesi igin etkili olan sicaklik 93-96°C arasinda degismektedir. Bu
sicaklikta hidrojen baglar1 kopar ve DNA tek zincirli hale geldigi zaman
denatiirasyon tamamlanir.

Primer eslesmesi: Istenilen gen bolgesine ait dizayn edilen primerdeki iki
oligoniikleotidin istenilen gen bdlgesine baglanmasi i¢in gerekli olan sicaklik
55-56°C arasinda degismektedir. Bu basamakta hedef DNA ile primer eslesir.
Primer uzamasi: DNA polimeraz ile primerlere DNA polimeraz ile niikleotid
eklenerek hedef zincir uzatilir. Yapilacak calisma ve kullanilacak olan
primerlere gore 30-40- dongii arasinda degismektedir ve gerekli olan sicaklik
72°C ‘dir. DNA’ya baglanacak olan bazlar primere 3’ kisminda baglanir. Bu
asamada hedef DNA 0Ornegi iki katina ¢ikar. Denatiirasyon, primerlerin
eslesmesi ve primer uzamasindan olusan bu samalar bir dongii olarak kabul

edilir ve yapilan ¢alismalara gore dongii sayis1 30-40 arasinda degismektedir.

(Sommel ve Querci, 2000 ; Crainic ve ark., 2002).

DNA polimeraz, Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen Tag DNA

polimeraz PZR’ da en yaygin kullanilan enzimdir. Bu enzimin optimum c¢aligma
sicakligt  70-80°C arasinda degismektedir. Bu enzim S5’ucundan 3’ucuna
ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir (Saiki ve ark., 1988). Taq DNA polimeraz disinda
kullanilan baska enzimlerde vardir. Bunlardan birisi olan Vent, Deep Vent, Pfu ve
UlITma DNA Polimerazlar 3’ucundan 5’ucuna ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir. Bu
ozellik, primerlerin pargalanmasina neden olabilecegi i¢in, bu enzimin kullanilmas1

yaygin degildir. Ampli Tag Gold DNA polimeraz enzimi sadece 94°C’de aktif olan
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bir enzimdir. PZR reaksiyonunda kullanilan enzimler kadar reaksiyon i¢in gerekli
olan tamponlarda 6nemlidir. PZR’ da kullanilan tampon, enzime bagli olarak
degigsmektedir. Taq DNA polimeraz icin genellikle Tris, KCl ve MgCl,
kullanilmaktadir. Burada MgCly, kullanilan polimerazin aktivitesini artirir, primerin

hedef DNA’ya baglanmasi i¢in gerekli olan sicakligi artirir (Roux, 1995).

Hem antik DNA c¢alismalarinda hem de modern DNA calismalarinda PZR
yaygin olarak kullanilir. PZR asamasinda ¢ok az miktarda bile DNA kontamine
olursa, yanlis niikleik asidin amplifikasyonu gergeklesir ve yanls sonug ortaya ¢ikar.
PZR asamasinda olusacak kontaminasyon riskini onlemek i¢in oldukc¢a dikkatli
olmak gerekir. PZR asamasinda kontaminasyon olmamasi i¢in bazi onlemler

alinmalidir. Bunlar;

v Laboratuvar ortammda Orneklerin hazirlandigi alan, DNA izolasyon alani,
PZR odas1 ve PZR sonrasi alan ayr1 olmalidir.

v" PZR odalarinda kullanilan malzemeler baska bir alanda kullanilmamalidir.

v' PZR yapilan odaya higbir zaman kullanilacak olan DNA 0rnegi
getirilmemelidir.

v Kullanilacak olan PZR tiipleri, pipet uglar1 steril olmalidir. Pipet uglar1 ¢apraz
kontaminasyona neden olacagi i¢in eger miimkiinse PZR kabini i¢inde filtreli
pipet uclari kullanilmalidir.

v' PZR kabini i¢inde UV lambasi ve islem sirasmda kullanilacak eldiven
bulunmalidir. Calisma yapilmadan 6nce ve PZR sonras1 UV c¢alistirilmalidir.

v' PZR’da mutlaka negatif kontrol kullanilmali ve PZR reaksiyonu negatif

kontrole en son koyulmalidir.
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v' Kullanilacak olan stok c¢ozeltiler otoklav edilmelidir ve tek bir siseden
kullanmamak i¢in kullanilacak en az miktarda fakli tiiplere boliinmelidir.

v’ Laboratuvar ortaminda bunlar disinda da olusabilecek bir¢ok kontaminasyon
kaynagi olabilir. Bunun i¢in Oncelikle laboratuvar personelinin ¢ok dikkatli
olmasi gerekir (Parsons ve Weedn, 1996 Somma ve Querci, 2004; Cattaneo

ve ark., 2000).

Yapilan ¢aligmalarda kontaminasyon oldugu tespit edilirse, daha sonraki
yapilacak olan ¢aligmalar i¢in kontaminasyon kaynaginin mutlaka bulunmasi
gerekir. DNA, daha onceki ¢alismalardan kontamine olmus ise, Ornekler
arasinda capraz kontaminasyon olusmus ise veya daha Onceki DNA’nin
amplifikasyonu sirasinda kontaminasyon olusmus ise bu durum yanlis
pozitiflige neden olur. PZR asamasindan once orneklerin dekontaminasyon
islemi smasinda kullanilan kimyasallardan dolayr parcalanmis iirlinler
olusabilir, bu durum da yanls negatiflige neden olur (Neiderhauser ve ark.,
1994). Insan kaynakli kontaminasyon oldugu gibi, bakterilerden kaynakli
kontaminasyonda olusabilir. Ancak, Yoshii ve arkadaglarinin (1999) yapmis
oldugu bir ¢alismada kontamine olan gen bdlgesi incelenmis ve bu bolgenin
insana ait oldugu belirlenmistir. Ayrica amplifikasyon asamasinda ¢ok az
miktarda DNA’nin ¢ogalabilme 6zelliginden dolay1 insan kaynakli kontamine
DNA da bu asamada ¢ogalmaktadir, ancak bakteri veya mayaya ait DNA’lar

cogalmamaktadir (Yoshii ve ark., 1994; Skoglund, 2014).

Antik DNA calismalarinda DNA degradasyonundan dolay1 az miktarda DNA
elde edilmektedir ve PZR ile ¢ok az miktarda DNA c¢ogaltilabildigi icin, PZR aDNA

calismalarinda oldukg¢a 6nemlidir (Allen ve ark., 1993; Renaud ve ark., 2015). PZR
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teknigi aDNA c¢alismalar1 icin oldukca fayda saglarken, beraberinde birtakim
sorunlarda getirmektedir. PZR inhibitorleri, amplifikasyonu engelledigi i¢in
DNA’nin ¢ogalmasma engel olur. Topraktan gelen demir, humik ve fulvik asid,
mikroorganizma DNA’s1;, PZR inhibitorleri icerisinde yer alir. Genelde PZR
inhibitorlerinin ¢evreden gelen etkenlerden kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir, ancak
iki farkli arastirma ekibi tarafindan yapilan arastirmada insanlarda bulunan
kollajenin potansiyel PZR inhibit6rii oldugu bulunmustur (Rogan ve Salvo, 1990
Cattaneo ve ark., 2000). DNA amplifikasyonuna neden olan bu PZR inhibitorlerinin
uzaklastirilmasi gerekir. Bunun i¢cin DNA saflastirma teknikleri kullanilabilir veya
inhibit6r aktivitesini yiiksek sicaklik ile denatiire edilebilir (Bourke ve ark., 1999;
Goodyear ve ark., 1994 ;Kolmar, 2000; Renaud ve ark., 2015). PZR inhibitorlerini
ortadan kaldirmak i¢in bazi arastirmacilar Bovine Serum Albumin (BSA)

kullanimini 6nermektedir (Rohland ve Hofreiter, 2007a).

74



BOLUM:2 KONU-AMAC, MATERYAL ve METOT
2.1. Konu-Amag

Calisma konumuz, Tiirkiye’de farkli iklim 6zelliklerine sahip olan ve farkl
tarihi donemlere ait kazilardan ¢ikartilmis olan kemik ve dis orneklerinden DNA
elde edilmesi ve cinsiyetlerinin belirlenmesini saglamaktir. Bu ¢alisma kapsaminda
Orta Bizans Donemi’nde yasamis Giresun Adasi’ndan ¢ikartilan kemik ve dis
ornekleri, Orta Cag Donemi’nde yasamis Van Kalesi ve Hoyligli kazisindan
cikartilan kemik ornekleri, Erken Demir Cag Donemi’nde yasamus Van Kalecik
Koyl Urartu Nekropolii Kazilarindan (Catak/Ablagens/Kalecik Nekropolii)
cikartilmis olan dis Ornekleri, Helenistik Roma Doénemi’nde yasamis olan
[zmir/Teos Kazisr'ndan cikartilmis olan kemik ve dis Ornekleri, Geg¢ Bizans
Donemi’nde yasamis Mugla/Beybag Mevkii Kazisindan ¢ikartilmis olan kemik ve
dis ornekleri ile Bizans Donemi’nde yasamis Aydm/Nysa Antik Kenti Kazisindan

¢ikartilmis kemik ve dis 6rnekleri kullanilmistir.

Bu c¢alismada antik DNA c¢alismalarma uygun ekipmanin saglanmasi, farkli
derecelerde degrade olmus, farkli tarihlere ait, farkli fiziki sartlara maruz kalmis dis
ve kemik 6rneklerinden DNA elde edilebilmesi ve cinsiyeti belirleyen amelogenin
gen bolgesinde amplifikasyonun saglanmasi ve bu yoOntemlerin bundan sonraki

calismalar i¢in kullanilabilmesi hedeflenmistir.

Tarih Oncesi toplumlarin ekonomik, sosyal ve genetik 6zellikleri; arkeolojik
kazilardan elde edilen iskelet kalintilar1 incelenerek belirlenebilmektedir.
Antropoloji alaninda kullanilan yontemlerle kemiklerin ait oldugu bireylerin yasi,

cinsiyeti ve boylari tespit edilebilmektedir. Ancak morfolojik yontemlerle cinsiyetin
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belirlenemedigi bebek ve c¢ocuklarda, ergin olmayan bireylerde ve pargalanmis
iskelet buluntularinda DNA analizleri oldukca onemli ve gereklidir. Iskeletler
iizerinde yapilan morfolojik incelemeler sonucunda elde edilen bilgiler ve molekiiler
analizler sonucunda ulasilan bilgiler bir araya getirilerek elde edilen sonuglar
yorumlanarak, antik DNA c¢aligmalarinin antropoloji alanindaki Onemi ortaya

koyulmaya c¢alisilmistir.

2.2. Materyal

Calismada materyal olarak farkli tarithi donemde yasamis ve Tirkiye
cografyasinda 3 farkli iklimsel 6zellige sahip 6 farkli kazi bolgesinden (Sekil-4)
¢ikartilmis olan kemik ve dis 6rnekleri kullanilmistir ve tablo-5’te 6rnekler ayrintili

bir sekilde gosterilmistir.

« Giresun
(Giresun Adas1)

o Eski Van $ehri x;”‘”i
Kales! ve Hoytigt ;

Kalecik!%
% o Catak ™
o fzmir (Teos)  Ablagens :
?) oy
i
o Aydin (NYSA) D ey

.V il ¥
» Mugla (Beybag) -

Sekil-4 Caligmada kullanilan kemik ve dis 6rneklerine ait kazi bolgeleri
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Tablo-5 Calismada kullanilan kemik ve dis 6rneklerinin ¢ikartilmis olduklart kazi alani, kazi
yil1 ve tarihi dénemi gosterilmistir.

Orneklerin Kaz Alani Kaz Yil Buluntu Tiirii Swra
Donemi Numarasi
Orta Cag
(erken donem) Eski Van Sehri Kalesi ve Hoyiigi 2014 Femur 1
Orta Cag
(erken dénem) Eski Van Sehri Kalesi ve Hoyiigii 2014 Femur 2
Helenistik Roma Teos/Izmir 2014 Femur 3
Helenistik Roma Teos/Izmir 2014 Femur 4
Mandibula tizerindeki
Helenistik Roma Teos/Izmir 2014 disler 5
Mandibula tizerindeki
Helenistik Roma Teos/Izmir 2014 disler 6
Erkegazem" Van Kalecik Koyi/Ablagens 2014 Dig 7
Erkegazem” Van Kalecik Koyii/Ablagens 2014 Dis 8
E”‘egazem" Van Kalecik Kéyii/Ablagens 2014 Dis 9
E”‘ega'éem” Van Kalecik Koyii/ Catak 2007 Dis 10
Erkega'gem” Van Kalecik Koyii/ Catak 2007 Rl 11
Erkegazem" Van Kalecik Koyii/ Catak 2007 Dis 12
E”‘ega'gem” Van Kalecik Koyii/Kalecik 2007 Dis 13
Erkega'gem” Van Kalecik Koyii/Kalecik 2007 Dis 14
Erken Demir S . .
Cag Van Kalecik Koyii/Kalecik 2007 Dis 15
Erken Demir 2007 Dis
Cag Van Kalecik Koyii/Kalecik 16
Orta Bizans Giresun Adasi 2011 Femur 17*
Mandibula tizerindeki
Orta Bizans Giresun Adasi 2011 digler 18*
Orta Bizans Giresun Adasi 2011 Femur 19**
Maxilla ve Mandibula
Orta Bizans Giresun Adasi 2011 lizerindeki disler 20**
Maxilla ve Mandibula
Orta Bizans Giresun Adasi 2011 lizerindeki disler 21
Orta Bizans Giresun Adasi 2011 Mand'blgglifermdekl 22
Orta Bizans Giresun Adasi 2011 Max.llla Ve Mandlbula 23
tizerindeki digler
. Timpanik
Bizans Nysa /Aydin 2015 Kemik 24
. Timpanik
Bizans Nysa/ Aydin 2015 Kemik 25
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.. . Sira
Orneklerin Kan Alam Kaz Yil Buluntu Tiirii Numarast
Donemi
Bizans Nysa/Aydin 2015 Timpanik Kemik 26
Bizans Nysa/ Aydin 2015 Mandibula iizerindeki 27
disler
Bizans Nysa /Aydin 2015 Mandibula tzerindeki 28
disler
. Timpanik
Bizans Nysa /Aydin 2015 Kemik 29
Bizans Nysa/ Aydin 2015 Fibula 30
Bizans Nysa/ Aydin 2015 Femur 31
Bizans Nysa /Aydin 2015 Ma“d‘b‘gf‘s I‘Ze““dek‘ 32
Orta Bizans Giresun Adasi 2012 Dis 33
Geg Bizans Mugla/Beybag 2008 Dis 34
. Giresun -
Orta Bizans Adasi 2012 Dis 35
. Giresun .
Orta Bizans Adasi 2012 Dis 36
Femur
Geg Bizans Beybag/Mugla 2008 Dis 37
Timpanik Kemik
Orta Bizans Giresun Adasi 2012 Femur 38***
Orta Bizans Giresun Adasi 2012 Dis 39***
Orta Bizans Giresun Adasi 2012 Femur 40

*17 ve 18* numara, ayni bireye ait femur ve mandibula 6rnegidir. 19** ve 20** ayn1 bireye
ait femur ve maxilla-mandibula ornegidir. 38*** ve 39*** ayni bireye ait femur ve dis
Ornegidir.

2.2.1. Eski Van Sehri Kalesi ve Hoyiigii

Kuzeydogu Anadolu Bolgesi’nin 6nemli yerlesim yeri olan Van ili, kesintisiz
yerlesim yeri olmasi ile tarihte dnemli bir yere sahiptir. M.O. 9. yiizy1l ve 6.yiizyil
arasinda bir krallik siirmiis olan Urartu Devleti’nin bagkenti, Van Kalesi (Tuspa)
olarak bilinmektedir (Konyar ve ark., 2013). Van Golii kiyisinda bulunan ve Tugpa
Sitedali olarak da bilinen “’Van Kalesi’(Sekil-5) yerlesim yeri tamamen Urartu
mimari izlerini tagmmaktadir. Van Kalesi ve Hoyiigii, Ilk Tung Cagi ve Urartu

Donemi yerlesim yeri olarak bilinmektedir.

Eski Van Sehri ’Van Sitadeli’” olarak bilinir. Eski Van Sehri yerlesim yeri

M.S.12. yiizyildan M.S.20. yiizyila kadar iskan gormiis olup, 800 yillik ge¢misinde
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Selguklu-Osmanli izlerini tasimaktadir. Bu yerlesim yerinde Tiirk-Islam Dénemi’ne

ait eserler bulunmustur (Konyar ve ark., 2015).

Van Sitadeli’nin kuzeyinde yer alan “’Van Kalesi Hoyiigii’nde’’(Sekil-6)
M.0.3. yiizyildan 20.yiizy1lin baslarina kadar yerlesim siiriilmiistiir. Bu yerlesim
yerinde yapilan arkeolojik kazilarda daha once ortaya ¢ikarilan Urartu Donemi’nin
mimari izlerine rastlanilmistir. <’Van Kalesi Hoyiigii Kazis1’”> 2010 yilinda Istanbul
Universitesi Arkeoloji Boliimii Ogretim iiyesi Erkan Konyar tarafindan baslatilmas
tir. 2012 yilinda Kiiltir Varliklar1 ve Miizeler Genel Midiirligi’niin izini ile
Tiirkiye’nin 12 farkli iiniversitesinin de katilimiyla Van ilinin 5 bin yillik gegmisi

arastirtlmaktadir. (Konyar ve ark., 2013).

Sekil-5 Eski Van Sehri Kalesi (edebiyat.istanbul.edu.tr)
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Sekil-6 Eski Van Sehri hava fotografi (edebiyat.istanbul.edu.tr)

2.2.2. Van Kalecik Koyii Kalecik Nekropolii

Kalecik, Van-Agr1 karayolu iizerinde yolun kuzeyinde bulunan bir ilgedir.
Van Kalecik Nekropolii, Urartu Devletine baskentlik yapmis olan Van Kalesi’nin
kuzeyinde, Kalecik Koyii’niin 1,5 km. kuzeydogusunda Sahbagi Tepesi ile Sigir
Tepesi arasinda bulunan dikilitaglardan olusan bir alan igerisindedir (Sekil-7)
(Cavusoglu ve ark., 2008; Yilmaz ve ark., 2008). Bulundugu cografik konumu ile
karasal iklim tipi goriildiigii i¢in kis aylarinda kar yagisi, yaz aylarinda yagish ve
sicak olup, Van Goli’niin bulundugu kesimlerde kis aylar1 daha az sert geger. Van
Kalecik, ilk olarak 2003-2004 yillarinda Van Yiiziincii Y1l Universitesi Arkeoloji
boliimii tarafindan arastirilmaya baglanmistir. Kalecik’in  gilineybatisinda  bir
nekropol alanin (Sekil-8) bulunmasi ile birlikte 2004-2007 yillar1 arasinda Kiiltiir ve
Turizm Bakanlig1 izini ile kazilar yapilmaya baslamistir. Arkeolojik kazilardan 6nce
bolgede defineciler tarafindan kagak kazilar yapildigi ve yagmalandig1 anlagilmistr.
Arkeolojik kazilar sonucunda 25 adet mezar ortaya ¢ikarilmis ve sadece 12’sinde
insan iskeletine rastlanilmistir. Ortaya ¢ikarilan bu mezarlarda bulunan iskeletlerin

yanlarinda metal eser bulunmustur. Bu eserlerin i¢inde Urartu 6rneklerine ait olan
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giimiis yiizikk ve kiipe, altindan kaplama igne, kemer parcalari, sa¢ toklari
bulunmustur. Kalecik yerlesim merkezinin disinda herhangi bir merkez olmadigi
icin mezarlarin kime ait oldugu belirlenememistir ancak mezarlardan ¢ikan eserler

dogrultusunda Urartu donemi olarak tarihlendirilmistir (Cavusoglu ve ark., 2008).

Sekil-7 Van Kalecik Koyii Kalecik Nekropolii dikili taglar ve tas halkalarin genel goriiniisii
(Fotograf Atlas Dergisi)

Sekil-8 Kalecik Nekropoliin’iin genel goriiniisii (Fotograf Gokhan Tan)

2.2.3. Van Kalecik Koyii Ablangens Nekropolii

Ablangens nekropolii, Van’in kuzeyinde F Tipi Cezaevi sahasinda yer
almaktadir. Van’a baghh Yumrutepe (Derlesin) koyii Nekropole en yakm yerlesim
alanidir. 2014 yilinda yapilan ingaat calismalar1 sirasinda mezarlara rastlanilmistir.

Kiiltiir ve Turizm Bakanligi’na bagli Van Miize Miidiirliigii tarafindan yapilan kazi
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caligmalarinda insan kemigi, seramik kaplar, bronz igne ve bilezik bulunmustur.
Kazidan ¢ikarilan buluntular, Erken Demir Cag1 (M.O. 1250-850) dénemine isaret

etmektedir (Y1lmaz, 2016).
2.2.4.Van Kalecik Koyii Catak Nekropolii

Catak, Van ili’ne bagh bir ilgedir. Catak (Van) karayolu ¢aligmalar1 sirasinda
Erken Demir¢ag olarak tarihlendirilmis bir oda mezarma rastlanilmistir. Bu oda
mezar1 Erken Demir¢agi’ndan Urartu donemine kadar yaygin olarak goriilmiistiir.
Yapilan kazilarda insan iskeletlerinin yani sira bronz bilezik, bronz sikke ve ¢anak

comlek ele gegirilmistir (Y1lmaz ve ark., 2014).

2.2.5. Giresun Adasi

Giresun ili, Karadeniz Bolgesi’nin Dogu Karadeniz bolimiinde yer almakta
olup, doguda Trabzon ve Giimiishane, giineyde Erzincan ve Sivas, batida ise Ordu
ile ¢evrili olan Karadeniz kiyisinda bulan bir sehirdir. Bulundugu cografik konumu
ile iki ayr1 iklim goriiliir. Kiy1 kesimler ilik ve yagishh olup, Rize’den sonra
Tirkiye’de en ¢ok yagisin goriildiigii bolgedir.

Giresun ili sinirlar1 iginde yer alan ve Giresun’un 1,7 km agiginda yer alan
Giresun Adasi, (Sekil-9) antik donem yerlesim merkezlerinden, Dogu Pontus
Bolgesi’nin Grek koloni yerlesim alanlarindan birisidir. Giresun Adast’nin antik
ismi Roma Imparotorluk déneminde Aretias-Khalkeritis olarak adlandirilmistir
(Doksanalt1 ve ark., 2011). 2011 yilinda Giresun/Aretias-Khalkeritis Adasi’nda,
Giresun Miize Bagkanligi ile Selcuk Universitesi Arkeoloji boliimii ile birlikte
arkeolojik kazilar baglatilmistir. Arkeolojik kazilarin baslamasi ile birlikte ortaya
divit takimi, seramik parcalari, iki adet bronz sikke ¢ikarilmistir. Kazilarda Bizans

donemine ait bir kiliseye ait kalintilar ortaya ¢ikmig olup, bu kilise zemininin altinda
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M.O. 4. yiizyiln ilk geyregi olarak tarihlendirilen seramik parcalari bulunmustur.
Kilise temelinin altinda bulunan bu seramikler bulunan en erken buluntular olup, bu
antik kentin en azindan klasik donemden bu yana iskan edildigi belirlenmistir. 2011
yilindan itibaren yapilan ylizey arastirmalarinda, ada {lizerinde M.S. 5-6.yiizyillara
ait bir yapz1 ile ilgili baz1 bulgulara ulagilmistir. Orta Bizans Donemine ait bir kilise
kalintist bulunmug ve M.S.5-6.yilizy1l olarak tarihlendirilmistir. Glinlimiize ulagan
kalintilarin ¢ogu Orta Bizans donemine aittir (Doksanalt1 ve Aslan, 2012). 2011
yilinda 83 adet mezar agilmis ve 72 adet iskelet, 2012 kazilarinda 52 adet iskelet
¢ikarilmustir (Sekil-10). Cikarilan bu bireylerin kilisede yasayan insanlara ait oldugu

diistiniilmektedir (Acar, 2015)

Sekil-9 Giresun Adasi (Fotograf, Emel Acar)
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Sekil- 10 Giresun Adasi kazi alanindan ¢ikartilan iskeletler (Fotograf, Emel Acar)
2.2.6.Teos Antik Kenti

Teos Antik Kenti, Izmir ili Seferihisar ilgesi, S1gacik Mahallesi’nde yer alir
(Sekil-11). Bu antik sehir ilk olarak 1962 yilinda Dilettanti Cemiyeti tarafindan
1924-1926 yillarinda ise Fransiz arastirmacilar tarafindan ilgi gérmiistiir. 1962-1966
yillar1 arasinda ise Ankara Universitesi dgretim {iyeleri tarafindan arastirilmustir.
2010 yilindan itibaren bakanlar kurulu karar1 ile kazi ve restorasyon caligmalari
Ankara Universitesi, Dil ve Tarih Cografya Fakiiltesi, Arkeoloji Boliimii 6gretim

iiyesi Musa Kadioglu baskanlig1 tarafindan yiiriitiilmektedir.

Teos Antik Kenti lona Bélgesi’nin 12 antik kentinden birisidir. Teos Antik
Kenti, kiiciik bir yarimada ftizerinde kurulmustur. Bu antik kentin kuzey ve
giineyinde birer liman vardir. Bu antik kentin batis1 Arkaik donem, giineyi ise
Hellenistik ve Roma donemi nekropol alan olarak kullanilmistir (Sekil-12).
Buradaki kazilar bakanlar kurulu karar1 ile 2010 yilinda baslamistir. Antik donemde
Teos, bir liman kenti olarak kullanilmis olup, kuzey ve giiney limani (Sekil-13)

olmak tizere iki tane liman bulunur. Kuzey limanindan giiniimiize ait pek bir kalint
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kalmamistir. Giiney limani ise iyi bir sekilde korunmustur ve giiniimiize kalan

kalint1 eserler Roma donemi olarak tarihlendirilmistir (Kadioglu, 2012).

Sekil-11 Teos Antik Kenti haritas: (Atlas Dergisi)

Sekil-12 Teos Antik Kenti goriiniisii (Www.izmirmuzesi.gov.tr)
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Sekil-13 Teos Giiney Liman Klisesi (www.teosarkeoloji.com)

2.2.7.Nysa Antik Kenti

Aydin ili, Sultanhisar ilgesinin 3 km kuzeyinde, Menderes Nehrinin
kuzeyinde nehrin olusturdugu bereketli havzada, Aydin daglarinin giiney eteginde
yer alan Nysa Antik Kenti, (Sekil-14) Tekkecik deresinin olusturdugu vadi {izerine
kuruludur. Karia ve Iona Bélgeleri’nin i¢inden gecerek onemli ulasim ve ticaret
yollar1 iizerinde yer alan ana yol, antik donemde yogun olarak kullanilmistir.
Hellenistik, Roma ve Bizans donemi yerlesimleri goriilen, gymnasion ve
kiitiiphanesiyle (Sekil-15) onemli bir egitim ve kiiltiir kenti olmustur. Nysa, XX.
yiizyilin baglarindan itibaren bir¢ok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir. Alman Walther
von Diest 1907 ve 1909 yillar1 arasinda, 1921 yilinda Yunan arkeolog Konstantin
Kourouniotés, 1960’1 ve 1980’li yillarda Izmir ve Aydm Arkeoloji Miizeleri
Nysa’da kazi ve arastirma ¢aligmalarmi yiirlitmiistiir. 1990 yilindan itibaren Ankara
Universitesi 6gretim {iyeleri ve yardimcilarinca yiiriitiilen bilimsel ¢alismalar, 1990-

2010 yillar1 arasinda Prof. Dr. Vedat IDIL baskanliginda, 2012 -2015 yillar1 arasinda
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Aydin Arkeoloji Miizesi baskanliginda, Ankara Universitesi 6gretim iiyelerinden
Dogc. Dr. Serdar Hakan Oztaner'in bilimsel damismanliginda gergeklestirilmistir

(Oztaner ve ark., 2014).

Aydm 1ili, Sultanhisar ilgesi Nysa Antik Kentinde Kiiltiir ve Turizm
Bakanligr’nin izin ve destekleriyle 2012 yilindan bu yana Aydin Arkeoloji Miizesi
baskanliginda Dog. Dr. S.Hakan Oztaner’in bilimsel danismanhginda yiiriitiilen kazi
ve restorasyon ¢aligmalarmin 2015 yili kazi sezonunda kentin merkezi (Sekil-16) bir
noktasinda 1 ¢ocuk, 1 geng ve 2 yetiskin, minimum dort bireye ait iskelet kalintilar
ele gegmistir. Kentin ana caddesi olan Cadde 1-Plateia ile ona dik olarak baglanan
4B caddesinin kosesinde aciga ¢ikarilan bu gomiilerin, arkeolojik buluntulara gore

kentin Bizans donemi yasantisina ait oldugu saptanmuistir.

Sekil-14 Nysa Antik Kenti’nin hava fotografi (www.dtcf.ankara.edu.tr)
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Sekil-16 Nysa Antik Kenti’nin ana caddesi

2.2.8. Beybag Mevkii Kazis1

Beybag, Mugla Ili, Yatagan Ilgesi Yesilbagcilar Kasabasi smirlari iginde
Lagina ve Stratonikeia arasinda yer alir. Beybag Mevkii Kazilari, Konya Selguk
Universitesi Arkeoloji Béliimii’nden Prof Dr. Ahmet Tirpan baskanhignda 2007
yilinda Boriik¢li merkezli olarak baslatilmistir (Turpan ve So6giit, 2009). Kazilara
2008 yilinda da devam edilmis olup, nekropol alanda yapilan kazilardan Bizans
donemine ait mezarlar bulunmustur. Yapilan arkeolojik kazilara goére Beybag
Mevkii’nin, M.S. 10. yiizyilin ortalarindan 13. ylizyilin basina kadar yerlesim yeri

olarak kullanildig: tespit edilmistir (Arthan, 2013).
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2.3. Metot

Calismada farkli kazi alanindan ¢ikartilan insana ait kemik ve dis
orneklerinden molekiiler ¢aligmalar ile cinsiyet tespit edilmistir. Giresun Adasi
Bizans Donemi iskeletlerinin paleodemografik yapist Dog¢. Dr. Ertekin Doksanalt1
ve Yrd. Dog. Dr. Seda Karaéz Arihan tarafindan ¢alisgilmistir. Bireylerin cinsiyetleri
belirlenirken pelvis kemigi ve kafatasi kemiklerindeki cinsiyet karakterlerinden
yararlanilmistir ve Emel Acar’m 2015 yilinda sundugu yiiksek lisans tezinde bilgiler
verilmistir (Acar, 2015). Eski Van Sehri ve Hoyligli Kazisindan ¢ikartilan bireylerin
cinsiyeti Van Yiiziincii Y1l Universitesi boliimiindeki 6gretim {iyeleri tarafindan
pelvis ve kafatasinin osteolojik ve morfolojik Ozellikleri ile uzun kemiklerin
uzunluklar1 hesaplanarak yapilmistir. Van Kalecik Koyt (Kalecik/Catak/Ablagens)
kazisindan ¢ikartilmis olan bireylerin mesial-distal ve bukkolingual dis boyutlari
analiz edilerek Arastrma Gorevlisi Hakan Yilmaz tarafindan cinsiyetleri
belirlenmistir. Beybag Mevkii (Mugla) Kazisindan ¢ikartilmis olan iskeletler, Yrd.
Dog. Dr. Seda Karabz Arihan’in 2013 yilinda sunmus oldugu doktora tezinde
calisgtlmistir. Bu bireylerin cinsiyeti, pelvis ve kafatasi morfolojileri kullanilarak

tespit edilmistir (Arthan, 2013).
2.3.1. Dekontaminasyon Islemleri

Molekiiler ¢aligmalar, Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Adli Tip Anabilim
Dali, DNA Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Kontaminasyon olmamasi i¢in
orneklerin temizlenecegi alan ¢amasir suyu ile temizlenmistir. Calisilacak
orneklerden bir kismi, DNA c¢alisilacagi bilindigi i¢in antropolojik incelemeler

yapilmadan laboratuvara getirilmistir. Diger Orneklerin antropolojik incelemeleri
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laboratuvara gelmeden 6nce yapildigi i¢in kontaminasyon olasiliginin yiiksek olmasi
g6z Oniinde bulundurularak temizleme islemleri ¢cok daha dikkatli bir sekilde

yapilmstir.
2.3.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Dekontaminasyon Islemi

Dekontaminasyon iglemleri Watt (2005) tarafindan Onerilen yontemlerin
kombinasyonu seklinde yapilmistir. Calisilacak olan Orneklerden femurun bas
kisimlart kullanilmayacagi i¢in temizlenmeye alinmamistir. Femur kemiginin distal
kisimi1 Oncelikle kaba topraklardan firca ile uzaklastirilmistir ve daha sonra zimpara
ile dis yiizeyi temizlenmistir (Sekil-17a,b). Dis yiizeyi piriizli oldugu igin
zimparalanamayan timpanik kemikler ile zimparalama isleminin yeterli goriilmedigi
femur kemiklerinin dis yiizeyi el frezesi ile temizlenmistir (Sekil-18).Femur ve
timpanik kemikler, Mikrozid AF ile dezenfekte edilip kuruduktan sonra her iki
tarafi 5 dk. olacak sekilde UV’de (245 nm) bekletilmistir. Fiziksel temizlik islemleri
tamamlandiktan sonra kimyasal temizlik islemine gegilmistir. Bu asamada Rohland
ve Hofreiter’in (2007) ¢alismalarindan yararlanilmistir. Distile su ile SDS ¢6zeltisi
hazirlanmistir ve her Ornek i¢in ayr1 kullanilan temiz dis firgas1 ile timpanik
kemikler ve femur kemiginin distal kisim1 temizlenmistir (Sekil-19a,b). Kemiklerin
her iki tarafi 5 dakika olacak sekilde UV’de bekletilmistir (Sekil-20). Dis
orneklerinde fiziksel temizlik yapilmamistir. Dis 6rneklerinin dig yiizeyi femur ve
timpanik kemiklerde oldugu gibi dis firgas1 ile SDS c¢ozeltisi hazirlanarak

temizlenmistir ve UV 1sininin altinda 5 dakika bekletilmistir.
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Sekil- 17b Femur kemiginin dis yiizeyi zimpara ile temizlenmistir

I

Sekil-18 Zimparalama igleminin yetersiz goriildiigii durumda femur kemiginin dig kismi el
frezesi ile temizlenmistir
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Sekil-19a Femur kemiginin distal kismu SDS ¢ozeltisi kullanilarak kimyasal temizligi
yapilmistir

Sekil-19b Dekontaminasyon islemlerinde her 6rnek igin ayri dis fir¢asi kullanilmustir

Sekil-20 Fiziksel ve kimyasal dekontaminasyon islemlerinden sonra érnekler UV 1511
altinda bekletilmistir
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2.3.2. Pulverizasyon (Toz haline getirme)

Pulverizasyon asamasina gegmeden once femur 6rneklerinden demir testere
ile kiigiik parcalar halinde kesit alimmistir (Sekil-21). Her bir 6rnek igin ayri testere
ucu kullanilmigtir ve kesimden once demir testeresinin uglart UV’de 10 dk.
bekletilmistir. Kesit alma sadece femur kemikleri igin yapilmistir, timpanik
kemiklerde kesit alma islemi yapilmamistir. Kesit alma islemi, kemik tizerinde kirik
ve catlak gozlenmeyen kisimdan yapilmistir. Kesit almman kemik Orneklerinden
bazilarmin dis kisimlarinda kalan kaba partikuller el frezesi ile uzaklastirilmistir.
(Sekil-22). Kesit alinan pargalarin hassas terazide tartimi yapildiktan sonra Mikrozid
AF ile dezenfekte edilmistir (Sekil-23) ve kuruduktan sonra UV’de 10 dakika
bekletilmistir. Porselen havan ve kesilmis olan kemik pargalar1 buzdolabinda -85 °C
de 3 saat bekletilmistir. Ornekler siv1 nitrojen ile porselen havan i¢inde toz haline
getirilerek, (Sekil-24) 1,5 ml epondorf tiiplere alinmistir. Calisilan femur ve
timpanik kemiklerinden bazilar1 ise sivi nitrojene gerek kalmadan porselen havan

icerisinde toz haline getirilmistir (Sekil-25).

Sekil-21 Femur kemiginden kesit alinmas1
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Sekil- 22 Demir testere ile kesit alinan femur kemiginin dis yilizeyindeki

kaba partikiiller el frezesi ile uzaklastirilmistir

Sekil- 23 Kesilmis olan femur kemigi Mikrozid AF kullanilarak dezenfekte

edilmistir

Sekil-24 Femur kemiklerinden bazilar1 s1vi azot kullanilarak toz haline getirilmistir

94



Sekil-25 Timpanik ve femur kemiklerinin bazilar1 sivi azot kullanilmadan toz haline
getirilmistir
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2.3.3. Dekalsifikasyon

Toz haline gelmis olan femur ve timpanik kemikler, 50 ml falkon tiiplere
aktarilarak, hassas terazide tartimi yapildiktan sonra (Sekil-26) tizerine yaklagik 30
ml kadar hazirlanmis olan 0,5 M (pH 7,5) EDTA eklenerek Cemper-Kiesslich’in
(2014) onerdigi sekilde dekalsifikasyon islemleri yapilmistir (Sekil-27). Falkon
tiptin kapagi parafilm ile sarilarak, 4°C’ de buzdolabinda ¢alkalayicinin igine
konulmus (Sekil 28) ve inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin 3000 rpm de 15 dk.
santrifuj edilmistir. Ust faz pipet ile ¢ekilerek atilmistir ve 0,5 M (pH 7,5) EDTA
eklenerek tekrardan inkiibasyona birakilmistir. Bu islem 2 giin yapilmistir. 3. giin
sonunda distile su ile yikama yapilarak dekalsifikasyon islemi tamamlanmistir

(Sekil-29).

Sekil- 26 Toz halindeki kemigin terazide tartilmasi
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Sekil-27 Toz hale getirilmis olan kemik drneklerine EDTA soliisyonu eklenmistir.

Sekil-28 Dekalsifikasyon asamasi
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Sekil-29 Dekalsifikasyon iglemi tamamlanmis 6rnekler

2.3.4.DNA lzolasyonu

Dekalsifikasyonu tamamlanan orneklere iki farkli DNA izolasyon yontemi
uygulanmistir. Dis drneklerinden elde edilen pulpadan DNA izolasyonu yapilacagi
icin ve pulpa miktari ¢ok az oldugu i¢in sadece tek bir yontem ile DNA izolasyonu
yapilmistir. Dislerden fenol/kloroform yontemi ile DNA izolasyonu yapilmistir.
Femur, fibula ve timpanik kemiklerden fenol/kloroform ve QIAGEN forensic Kit ile
DNA izolasyonu yapilmistir. Fenol/ kloroform yontemi Barnett ve Larson’in (2012)

uyguladigi yontemde bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir.
2.3.4.1. Fenol Kloroform DNA izolasyon Yéntemi

1. Dekalsifikasyonu tamamlanan 6rnekler 2 ml.’lik ependorfa aktarilarak
tizerine TE Buffer, NaCl, Triton X 100, Proteinase K ve Soliisyon D
(Denatiirasyon Soliisyonu: GUSCN, N-Lauryoylsarcosine, Na-Sitrat karigimi)
eklendi.

2. Ornekler 1 gece 56°C’de bekletildi.
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3. Ertesi giin ¢alisilacak 6rneklere Proteinase K ve Soliisyon D eklendi.
4. Ornekler 1 gece 56°C’de bekletildi.
5. Ertesi giin 6rnekler iizerine esit hacimde fenol kloroform eklenerek
karigtirild.
6. 12500 rpm’de santrifiij edildi.
7. Ust kisim temiz bir ependorfa alinarak esit hacimde soguk isopropil alkol ve
1/10 oraninda Na-Acetate eklendi.
8. -20 °C’de 5 saat bekletildi.
9. 14000 rpm’de 20 dk. santrifuj edildi ve {ist kisim pipet ile atild1.
10. Ornekler iizerine %70’lik soguk etanol eklendi ve 14000 rpm’de santrifuj
edildi.
11. Etanol pipet ile dikkatli bir sekilde atildi.
12. 37 °C’de kurumaya birakildi. Kuruyan pellet 20 pl su ile ¢ozdiiriildii ve
-20°C’de muhafaza edildi.
2.3.4.2. QIAGEN Kemik ve Dis Protokoliine Gore DNA Izolasyon Yéntemi
1. Fiziksel ve kimyasal temizligi yapilmis olan kemik 6rneklerinden elde edilen
kemik tozu 100 mg dan fazla olmayacak sekilde mikrosantrifuj tiiptine alindi.
2. Uzerine 360 pl Buffer ATL ve 20 pl Proteinase K eklenerek, 56°C’de
inkiibasyona birakild1.
3. Inkiibasyon siiresi sona erdikten sonra 300 plBuffer AL eklenerek 10 saniye
karistirildi.
4. 70 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakild1 ve her 3 dakikada drnekler

karistirildi.
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5. 14000 rpm ‘de 1 dakika santrifuj edildi ve siipernatant 1,5 ml lik
mikrosantrifuj tiiptine alind1.

6. 150 pl etanol (%96-100) eklendi ve 15 saniye karistirildi.

7. Santrifuj edilen 6rnekler, kit igerisinde bulunan tiiplere aktarildi.

8. 8000 rpm ‘de 1 dakika santrifuj edildikten sonra alt kistmdaki siv1 atilarak
tiipe yeniden filtre yerlestirildi.

9. 700 pul Buffer AW2 eklenerek 8000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edildi. Alt
kismu atildi ve filtre tiipe yerlestirildi.

10. 700 pl etanol (%96-100) eklenerek 8000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edildi. Alt
kisimdaki s1vi dokiildii ve filtre tiipe yerlestirildi.

11. 14000 rpm’ de 3 dakika santrifuj edildi.

12. Filtre 1,5 ml lik santrifuj tiiptine yerlestirildi ve 56°C’de 3 dakika santrifuj
edildi.

13. 20 pl distile su ile sulandirildi.

14. Oda 1s1isinda (5-25°C) 1 dakika bekletildikten sonra 14000 rpm’ de 1 dakika
santrifuj edildi.

15. Elde edilen DNA -20°C ‘de muhafaza edildi.

2.3.4.3. Dislerden DNA izolasyonu

Dislerden elde edilen pulpa miktarlar1 az oldugu i¢in tek bir DNA izolasyon
yontemi kullanmilmistir ve fenol/kloroform izolasyon yontemi tercih edilmistir.
Dislerde kimyasal temizlik islemi yapilmistir ve daha sonrasinda Ozel Tunca Dis
Klinigi’nde dislerden pulpa ¢ikarilma islemi yapilmistir. Disler iizerinde yuvarlak
elmas frez (W&H aerator) kullanilarak giris boslugu hazirlanmistir. Bosluk

acildiktan sonra uzun silindirik elmas frez (W&H aerator) kullanilarak pulpa 6z
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odasi1 agilmistir. Antik dis 6rneklerinde dekalsifikasyonun ¢ok olmasindan dolay1 6z
odasmdan pulpa c¢ikartilirken tirnef ile birlikte kanal egeleri de (h-tipi)
kullanilmistir. Dislerden pulpa elde edildikten sonra (Sekil-30) 1,5 ml’lik steril
tiiplere alinarak hassas terazide tartimlar1 yapilmistir. Pulpa orneklerine izolasyon
asamasindan once dekalsifikasyon islemi yapilmistir. Pulpa 6rnekleri tizerine 0,5 M
500 ul EDTA (pH 7,5) eklenerek 4°C’de calkalayicida 20 dk. inkiibasyona
brrakilmistir. 3000 rpm’ de 15 dakika santrifuj edildikten sonra iist kisimdaki sivi
pipet ile ¢ekilerek atilmistir ve EDTA’nin uzaklastirilmasi icin distile su ile yikama
yapilmistir.

Dekalsifikasyon islemi tamamlandiktan sonra pulpalarin {izerine; TE Buffer,
Soliisyon D, Proteinase K, NaCl, Triton X 100 eklenerek 56°C’de 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin pulpa orneklerinin iizerine Soliisyon D ve
Proteinase K eklenerek 5 saat 56°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siirecinden sonra orneklerin iizerine esit hacimde fenol kloroform izoamil alkol
eklenmistir ve karistirildiktan sonra 12500 rpm de 10 dk. santrifuj edilmistir. Ust
kisim steril 1,5 mI’lik yeni bir tiipe alinarak {lizerine esit hacimde isopropil alkol ve
1/10 oraninda NaAsetat eklenmistir ve -20 °C’de 5 saat bekletilmistir. Daha sonra
14000 rpm de 20 dk. santrifuj edildikten sonra sivi kisim dokiilerek, %96’lik etanol
ile yikama yapilmistir ve Ornekler kurumaya birakilmistir. Kuruyan pellet 20 pl

distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil-30 Dislerden pulpa ¢ikartilma islemi

2.3.5. DNA’nin Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

DNA’nin temizligi ve miktar1 spektrofotometre kullanilarak degerlendirilir.
Bu amacgla 260/280 nm’lerdeki absorbans degerlerinin dlgiilebildigi bir UV
spektrofotometreye ihtiya¢ duyulmaktadir. DNA’nin temizligi i¢in A (260 /280) ve
A(260 /230) degerlerine bakilir. Clinkii DNA 260 nm.’de, protein 280 nm.’de ve
fenol 230 nm’de dalga boylarinda pik (en yiiksek deger) yapmaktadir. A (260 /280)
degeri DNA ornekleri i¢in 1,8, RNA Ornekleri i¢in ise 2,0 degerinde olmalidir. A
(260/230) degeri 1,8-2,2 arasinda olmalidir. DNA izolasyonundan sonra
orneklerimizin miktar ve kalite tayinini belirlemek i¢in Nanodrop ND-1000

spektrofotometre cihazi kullanilarak DNA miktar1 ve saflig1 belirlenmistir.

102



2.3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA elde edilen kemik ve dis 6rneklerinin amplifikasyonu GeneAmp PZR

Sistemi 9700 cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR agsamasinda negatif ve

pozitif kontroller kullanilmigtir. QIAGEN

Investigator Argus X-12, X-STR

(Amelogenin ve DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10079,

DXS10101, DXS10103, DXS10134, DXS10135, DXS10146, DXS10148, HPRTB)

kiti kullanilarak PZR mixi hazirlanmstir.

PZR Mixi

Reaksiyon Mixi

Primer Mixi

Sul

2,5 ul

Multi Tag2 DNA Polymerase 0,6 ul

Su

DNA

Toplam Hacim

Hazirlana PZR karisimi agsagidaki PZR sartlarindaki gibi ¢alistirilmistir.

PZR Sartlan

94 °C’de

96 °C’de

63 °C’de

72 °C’de

4dk.

30 sn.

120 sn.

75 sn.

12,9 pl
4 ul

25 ul

(Denatiirasyon)

\

J

5 dongii
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94°C’de 30 sn.
60°C’de 120 sn. 27 dongii
72°C’de  75sn.
68 °C’de 65 sn. (Son uzama)
10°C’de

2.3.7.Kapiller Elektroforez

Amplifiye olan DNA ornekleri X-STR sistemini belirlemek i¢in kapiller
elektroforez cihazinda (ABI Prism 310 Genetik Analiz Cihazi) analiz edilerek

sonuglar yorumlanmistir. Kapiller elektroforez cihazinda yliriitme yapilmadan once,
14 pl Formamid
0,5 ul DNA Size Standart 550 (BTO) QIAGEN

1 ul DNA 6rnegi her bir 6rnek i¢in hazirlanmistir. Ornekler 95°C’°de denatiire
edildikten sonra cihaza yerlestirilmistir. Elektroforez bittikten sonra Gene-Scan

programi kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir.
2.3.8.Kontaminasyonu Engellemek Icin Yapilan Cahsmalar

Molekiiler c¢alismalarda kontaminasyon riski her zaman vardir. Dikkatli
calisilmadig1 ve onlemler alinmadigi zaman bu durum, hem zaman kaybma hem de
yanlig sonuclar almamiza neden olur. Modern DNA 0Orneklerinde bu risk her zaman
var oldugu gibi antik DNA c¢alismalarinda kontaminasyon sorunu daha fazladir.

Kontaminasyon riski laboratuvar ortaminda olabilecegi gibi laboratuvara gelmeden
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once de olabilecegi i¢in ¢alismanin en baginda biitiin 6nlemler alinmalidir. Bizim

calismamizda kontaminasyonu engellemek i¢in ¢esitli onlemler alinmistir.

Calismamizda yer alan farkli kazi alanlarindan gelen ornekler icinde Nysa
kazis1 ve Eski Van Sehri ve Hoyiigii kazilarindan ¢ikartilan 6rneklerden DNA
analizinin yapilacag1 bilindigi i¢in, kaz1 swrasinda eldivensiz hic¢bir 6rnek
toprak altindan ¢ikarilmamistir. Kazidan iskelet ¢ikartilmasi sirasinda eldiven
ve maske kullanilmistir. Her bir bireyin ¢ikartilmasi sirasinda eldivenler
degistirilmistir. Capraz kontaminasyonu engellemek i¢in kazidan c¢ikartilan
farkli bireyler ayr1 ayr1 kilitli posetlere koyulmustur. Antik DNA
calismalarinda en c¢ok femur ve dis kullanildig1 i¢in kazilardan ¢ikartilan
femur ve disler 6zellikle daha dikkatli bir sekilde ¢ikartilarak kilitli posetlere

koyulmustur.

Yapilan her agsamada eldiven, bone, gozliik ve maske kullanilmigtir. Femur
orneklerinden kesit alma isleminde her bir 6rnek igin ayri testere ucu

kullanilmistir ve bu uglar kullanilmadan 6nce UV’de 10 dakika bekletilmistir.

Pulverizasyon asamasinda kullanilacak olan porselen havan ve tokmaklar

kullanilmadan 6nce otoklavlanmistir.

Kemik tozlar1 i¢in kullanilacak olan 50 ml’lik falcon tiipler ve ependorflar

kullanilmadan 6nce otoklavlanmustir.

Calismada kullanilacak olan ¢o6zeltiler modern DNA ¢aligmalarinda
kullanilan ¢ozeltilerle ayn1 olmasina ragmen ayn ¢ozeltiler kullanilmamistir

ve antik DNA calismast i¢in ayr1 olarak hazirlanip, muhafaza edilmistir.
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e DNA ekstraksiyonu ve PZR ayr1 odalarda yapilmigtir. DNA ekstraksiyonu
oncesi kullanilacak olan odanin ve giivenlik kabininin UV’si ¢aligtirilarak

ortam steril edilmistir.

e DNA izolasyonu ve PZR islemlerinde kullanilacak olan pipet uglari, ependorf

tiipler ve PZR tiipleri otoklavlanmustir.
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BOLUM:3 BULGULAR

3.1. Dekontaminasyon Islemleri Sirasinda Gézlemlenen Bulgular

Farkli kaz1 bolgelerinden ¢ikartilan toplamda 10 femur, 1 fibula, 5 timpanik ve
25 dis Orneginin DNA izolasyonlarinin  yapilabilmesi i¢in  Oncelikle
dekontaminasyon islemleri yapilmistir. Calisma materyallerimizi olusturan kemik ve
dis orneklerinden bir kism1 aDNA c¢aligsmas1 yapilacagi bilindigi i¢in hi¢bir sekilde
temizlenme yapilmadan laboratuvara gonderilmistir. Bir kismi ise laboratuvara
gelmeden Once antropolojik ¢alismalarin yapilabilmesi i¢in temizlenmistir (Tablo-
7). Fiziksel ve kimyasal dekontaminasyon iglemleri sirasinda 1 ve 2 numarali femur
orneklerinin distal kisminda c¢atlak oldugu goézlemlenmistir (Sekil-31a,b,c). 19
numarali femur orneginde antropolojik incelemeler sirasinda kirik oldugu tespit
edilmistir (Sekil-32). 5 ve 6 numarali mandibula parcalanmis ve {lizerinde bulunan
dis orneklerinde dekontaminasyon islemleri sirasinda dis koklerinin bir kisminda
parcalanmalar ve asmmmalar oldugu icin bu ornekler ¢alismaya dahil edilmemistir
(Sekil-33a, b). Timpanik kemiklerin ve 40 numarali femur kemiginin dis kism1 ¢ok
puriizlii oldugu i¢in (Sekil-34a, b) zimparalama islemi yapilamamistir. Bu 6rneklerin

dis yiizeyi el frezesi ile temizlenmistir.
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Tablo-6 Kazidan ¢ikartilan 6rneklerde gézlenen morfolojik bulgular

Ornek | Buluntu | poloesi Durum
Numarasi Tiiri
Eski Van Sehri
1 Femur Kalesi ve Gatlak var
Hoyiigii Antropolojik ¢alisma yapilmamis
Eski Van Sehri
2 Femur Kalesi ve atlak var
Hoyigii Antropolojik ¢alisma yapilmamig
3 Femur Teos/lzmir Antropolojik ¢alisma yapilmamis
Saglam
co Saglam
4 Femur Teos/Tzmir Antropolojik ¢alisma yapilmamis
) Mandibula Teos/Izmir Antropolojik ¢calisma yapilmamis
6 Mandibula Teos/Izmir Antropolojik ¢calisma yapilmamis
Di Van Kalecik
7 ? Koyt/ Antropolojik ¢aligma yapilmis
Ablagens
Di Van Kalecik
8 g Koyii/ Antropolojik ¢alisma yapilmis
Ablagens
Di Van Kalecik
9 3 Koyti/ Antropolojik ¢alisma yapilmis
Ablagens
10 Dis Kg;ﬁlja(l;ligt Antropolojik ¢alisma yapilmis
11 Dis Kg;ﬁlja(l;ligt Antropolojik ¢alisma yapilmis
12 Dis Kg;ﬁlja(l;ligt Antropolojik ¢alisma yapilmis
13 Dis Izléi/r:izgz:fg(l:ii(k Antropolojik ¢aligma yapilmig
14 Dis Izléi/r:ig(zﬂf:gi(k Antropolojik ¢aligma yapilmig
15 Dis Izléi/r:izgz:fg(l:ii(k Antropolojik ¢aligma yapilmig
16 Dis Izlij?ﬁﬁ(aﬁ:;li(k Antropolojik ¢alisma yapilmis
17 Femur Giresun Saglam
Adasi Antropolojik caligma yapilmamis
Mandibula Giresun Antropolojik calisma yapilmamis
18
Adast
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Ornek

Buluntu

v Kaz1 Bolgesi Durum
Numarasi Tiri
. rt ikiye kirilmis. Ant lojik
Adast
Maxilla Giresun .
20 Mandibula Adast Antropolojik calisma yapilmis
Maxilla Giresun .
21 Mandibula Adasi Antropolojik calisma yapilmis
. Giresun ..
22 Mandibula Adasi Antropolojik calisma yapilmis
Maxilla Giresun .
23 Mandibula Adast Antropolojik calisma yapilmis
24 Tlmpa_nlk Nysa/Aydin Antropolojik ¢alisma yapilmamis
Kemik
25 T;?; ?T?:]klk Nysa/Aydin Antropolojik calisma yapilmamis
26 T:?; Fr)T?InI:k Nysa/Aydin Antropolojik calisma yapilmamis
27 Mangiplla Nysa/Aydmn Antropolojik ¢calisma yapilmamis
28 perdibula Nysa/Aydin Antropolojik ¢alisma yapilmamis
29 T:g; Fr)r?lnI: K Nysa/Aydin Antropolojik ¢alisma yapilmamis
30 Fibula Nysa/Aydin Antropolojik ¢calisma yapilmamis
31 Femur Nysa/Aydin Antropolojik ¢alisma yapilmamis
Mandibula .
32 Nysa/Aydin Antropolojik ¢alisma yapilmamis
. Giresun .
33 Dis Adas Antropolojik ¢alisma yapilmamis
34 Dis Mugla /Beybag Antropolojik ¢alisma yapilmamis
. Giresun .
35 Dis Adas Antropolojik ¢alisma yapilmamis
. Giresun .
36 Dis Adas Antropolojik ¢caligma yapilmamis
Femur $
37 Dis Mugla/Beybag Antropg){laorjllrl:l gazlllrsn;fal}ll;alflﬂmamls
Kafatas1 > Pare ?
38 Femur Giresun Adasi Antropolojik (;ahvsma yapilmis. Cok
saglam
39 Dis Giresun Adasi Antropolojik caligma yapilmamis
40 Femur Giresun Adasi Antropolojik ¢calisma yapilmis.

Cok saglam

109




T\w TVTARTRYY, 20\ 1}

111 g

imyasal dekontaminasyon iglemleri sirasinda Eski Van Sehri Kalesi

Sekil-31a Fiziksel ve
ve Hoyligli Kazisindan ¢ikartilmig olan 1 numarali femur kemiginde gatlak gézlemlenmistir.

Sekil-31b Eski Van Sehri Kalesi ve Hoytigii Kazisindan ¢ikartilan 2 numarali femur
kemiginde catlak oldugu gézlemlenmistir.

Sekil-31c Eski Van Sehri Kalesi ve Hoyligli Kazisindan ¢ikartilan 2 numarali femur
kemiginin fiziksel ve kimyasal dekontaminasyon iglemleri sonrasinda belirgin halde catlak
oldugu gozlemlenmistir.

Sekil-32 Giresun Adas1 Kazisindan ¢ikartilan 19 numarali femur kemiginde kirik oldugu
gozlemlenmistir.
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Sekil-33a Teos Antik Kenti Kazisindan ¢ikartilan 6 numarali mandibula pargalanmistir ve
iizerinde bulunan diglerde asir1 derecede aginma oldugu i¢in pulpa ¢ikartilamayacagi igin
caligmaya dahil edilmemistir

Sekil-33b Teos Antik Kenti Kazisindan gikartilan 5 numarali mandibula 6rnegi kirilmig ve
bazi disler ¢ene igerisinde gomiilii kalmistir. Dig koklerinde parcalanma ve aginmalar oldugu
icin ¢aligmaya dahil edilmemistir
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Sekil-34a Nysa Antik Kenti Kazisindan ¢ikartilan timpanik kemikler

Sekil-34b Giresun Adasi Kazisindan ¢ikartilan 40 numarali femur kemigi

3.2. Pulverizasyon (Toz Hale Getirme) Asamasinda Gozlemlenen Bulgular

Timpanik ve femur kemikleri porselen havanda toz haline getirilmistir. 2
numarali femur kemiginde c¢atlak oldugu goézlemlenmistir. Toz haline getirilme
sirasinda oldukga sert ve saglam oldugu goriilmiis ve sivi nitrojen kullanilarak toz
hale getirilmistir. 4 numarali femur kemigi, ¢ok saglam oldugu icin sivi nitrojen
kullanilarak toz haline getirilmistir. Diger femur ve timpanik kemikler ise sivi azot
kullanilmadan porselen havan igerisinde kolay bir sekilde toz haline getirilmistir.
Dislerden DNA izolasyonu yapabilmek i¢in pulpa ¢ikarilmistir. Teos Kazisindan

cikartilan mandibula {izerinde bulunan dis 6rnekleri caligmaya alinmamustir.
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Van Kalecik Koy /Kalecik Kazisindan ¢ikartilan 14 ve 16 numarali diglerin kdkiinde
parcalanma oldugu i¢in pulpa elde edilememistir (Sekil-35). 15 numarali disten ise
pulpa elde edilememistir. Tablo 8’de diger dis orneklerinden elde edilen pulpa

miktarlar1 verilmistir.

Sekil-35 Van Kalecik Koyii/Kalecik Kazisindan ¢ikartilan disler

3.3. DNA izolasyonlar Sonucunda Elde Edilen DNA’larin Miktar Tayini

Fenol/koroform ve QIAGEN Forensic Kit kullanilarak femur ve timpanik
kemiklerinin DNA izolasyonu yapilmistir. Dislerden elde edilen pulpa 6rneklerine
fenolkloroform yontemi uygulanmistir. QIAGEN Forensic Kit yonteminin
prosediirii geregince kemik oOrneklerine dekalsifikasyon islemi uygulanmamustir.
DNA izolasyonu yapilan Orneklerin DNA miktar tayini ve DNA saflik derecesi
Nanodrop N-100 spektrofotometre cihazinda ng/ul olarak  Slgiilmiistiir.
Fenol/kloroform yontemine gore elde edilen DNA’larin miktar tayini ve saflik
dereceleri tablo-8°de, QIAGEN Forensic Kit kullanilarak elde edilen DNA ‘larin

miktar tayini ve saflik dereceleri de tablo’9 da gosterilmistir.
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Tablo-7 Dis, fibula, femur ve timpanik kemiklerinin toz halindeki miktarlar1 ve
fenol/kloroform yontemi ile DNA izolasyonu sonucundaki DNA miktar tayinleri

Ornek Miktar | 260/280 260/230 DNA DNA izolasyon
Numaras1 | ng/ ul nm nm izolasyonu icin | Yontemi

Kullanilan

Kemik Tozu ve

Pulpa Miktar

(gr)
1 19.7 1.60 0.78 0.55 Fenol/Kloroform
2 20.1 1.70 0.89 0.33 Fenol/Kloroform
3 20.9 1.77 0.23 0.42 Fenol/Kloroform
4 29.4 1.56 0.06 0.35 Fenol/Kloroform
5 Caligmaya Dahil Edilmedi
6
7 12.7 1.72 0.09 0.05 Fenol/Kloroform
8 12.5 1.34 0.10 0.08 Fenol/Kloroform
9 3.6 1.72 0.05 0.09 Fenol/Kloroform
10 2.2 1.78 0.03 0.04 Fenol/Kloroform
11 5.6 1.18 0.09 0.05 Fenol/Kloroform
12 16.8 1.64 0.04 0.08 Fenol/Kloroform
13 29.7 1.44 0.10 0.05 Fenol/Kloroform
14
15 Pulpa Elde Edilemedi
16
17 5.4 1.22 0.45 0.24 Fenol/Kloroform
18 17.4 1.56 0.06 0.07 Fenol/Kloroform
19 56.7 1.42 0.12 0.30 Fenol/Kloroform
20 37.9 1.45 0.52 0.17 Fenol/Kloroform
21 44.9 1.56 0.09 0.08 Fenol/Kloroform
22 17.6 1.45 0.08 0.13 Fenol/Kloroform
23 7.7 1.34 0.27 0.14 Fenol/Kloroform
24 9.6 1.60 0.02 0.28 Fenol/Kloroform
25 37.9 1.41 0.07 0.20 Fenol/Kloroform
26 62.3 1.50 0.20 0.38 Fenol/Kloroform
27 45.2 1.37 0.63 0.07 Fenol/Kloroform
28 3.4 1.22 0.04 0.05 Fenol/Kloroform
29 12.4 1.41 0.04 0.34 Fenol/Kloroform
30 143.2 1.32 0.21 0.41 Fenol/Kloroform
31 7.7 1.29 0.19 0.33 Fenol/Kloroform
32 26.3 1.13 0.032 0.06 Fenol/Kloroform
33 66.0 1.39 0.45 0.08 Fenol/Kloroform
34 15.2 1.76 0.07 0.04 Fenol/Kloroform
35 5.3 1.42 0.03 0.13 Fenol/Kloroform
36 18.5 1.33 0.10 0.15 Fenol/Kloroform
37 timpanik | 142.2 1.38 0.22 0.38 Fenol/Kloroform
37 femur 2.9 2.11 0.23 0.33 Fenol/Kloroform
37 dis 19.5 1.49 0.09 0.06 Fenol/Kloroform
38 46.1 1.29 0.33 0.42 Fenol/Kloroform
39 5.09 2.09 0.10 0.04 Fenol/Kloroform
40 8.5 1.41 0.05 0.42 Fenol/Kloroform
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Tablo-8 QIAGEN Forensic Kit ile DNA izolasyonu yapilan fibula, femur ve

timpanik kemiklerinin DNA miktar tayini

Ornek Kullanilan | Miktar | 260/280 | 260/230 | DNAlzolasyon
Numarasi ornek miktart | ng/ pl Nm nm Yontemi
1 45mg 2.9 1.22 0.3 QIAGEN
Forensic Kit
2 30mg 2.6 1.21 0.36 QIAGEN
Forensic Kit
3 30mg 3.6 1.87 0.31 QIAGEN
Forensic Kit
4 42mg 4.4 1.80 0.34 QIAGEN
Forensic Kit
17 12mg 10.3 1.45 0.07 QIAGEN
Forensic Kit
19 60mg 4.0 1.86 0.27 QIAGEN
Forensic Kit
24 60mg 59 1.95 0.5 QIAGEN
Forensic Kit
25 90mg 11.3 1.27 0.36 QIAGEN
Forensic Kit
26 35mg 6.3 1.74 0.5 QIAGEN
Forensic Kit
29 53mg 4.3 1.73 0.39 QIAGEN
Forensic Kit
30 40mg 6.1 1.30 0.48 QIAGEN
Forensic Kit
31 38mg 4.3 1.37 0.49 QIAGEN
Forensic Kit
37(timpan 20mg 4.1 1.21 0.28 QIAGEN
. Forensic Kit
ik)
37 70mg 2.1 1.75 0.23 QIAGEN
Forensic Kit
(femur)
38 40mg 6.5 2.14 0.32 QIAGEN
Forensic Kit
40 60mg 7.0 1.90 0.24 QIAGEN
Forensic Kit
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3.4. Dekalsifikasyon Islemleri, DNA Miktar Tayini ve PZR Degerlendirilmesi

Timpanik ve femur kemiklerinin hepsi dekalsifiye edildikten sonra
fenol/kloroform yontemi ile DNA izolasyonu yapilmistir. Dekalsifikasyon, 3 giin
sonunda tamamlanmistir. Ancak PZR sonrasinda bazi orneklerden (37 numarali
femur ve timpanik kemik, 40 numarali femur kemigi ile 24, 25, 26, 29 numarali
timpanik kemigi) sonu¢ alinamadigi icin orneklerden dekalsifiye edilmeden DNA
izolasyonunun yapilmasma karar verilmistir. Ayrica 2, 4 ve 17 numarali femur
kemikleri dekalsifiye edilmeden DNA izolasyonu yapilmistir. Tablo-9’da
dekalsifikasyon agamalarina géore DNA miktar ve saflig1 ile PZR sonuglar1 birlikte

verilmistir.
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Tablo-9 Sonug almamayan 6rneklerin farkli dekalsifikasyon asamalarindaki DNA
miktar tayini ve PZR sonuglar1

40 Numarah

Dekalsifikasyonu

Dekalsifikasyonun

Dekalsifikasyonu

Femur Kemigi Tamamlanan 2.Giinii Yapilmayan
260/280nm 1.41 1.56 1.09
260/230nm 0.05 0.13 0.05

Miktar ng/ pl 8.5 65.0 72.1

PZR Sonucu - + +

37 Numarah

Dekalsifikasyonu

Dekalsifikasyonun

Dekalsifikasyonu

Femur Kemigi Tamamlanan 2.Giinii Yapilmayan
260/280nm 211 1.47 1.45
260/230nm 0.23 0.04 0.05

Miktar ng/ ul 2.9 6.6 18.1

PZR Sonucu - 3 -

29 Numarah

Dekalsifikasyonu

Dekalsifikasyonun

Dekalsifikasyonu

Timpanik Kemigi | Tamamlanan 2.Giinii Yapilmayan
260/280nm 1.41 1.63 1.36
260/230nm 0.04 0.84 0.12

Miktar ng/ pl 12.4 65.4 48.5

PZR Sonucu 7 + +

24 Numarah Timpanik

Dekalsifikasyonu

Dekalsifikasyonu

Kemigi Tamamlanan Yapilmayan
260/280nm 1.60 1.54
260/230nm 0.02 0.14

Miktar ng/ ul 9.6 94.3

PZR Sonucu - +

25 Numarah Timpanik

Dekalsifikasyonu

Dekalsifikasyonu

Kemigi Tamamlanan Yapilmayan
260/280nm 1.41 1.59
260/230nm 0.07 0.17

Miktar ng/ pl 37.9 84.7

PZR Sonucu - +

26 Numarah Timpanik

Dekalsifikasyonu

Dekalsifikasyonu

Kemigi Tamamlanan Yapilmayan
260/280nm 1.5 1.55
260/230nm 0.2 0.35
Miktar ng/ pl 62.3 67.1

PZR Sonucu




37 Numarah Timpanik

Dekalsifikasyonu

DekalsifikasyonuYapilmayan

Kemigi Tamamlanan

260/280nm 1.38 1.85
260/230nm 0.22 0.04
Miktar ng/ pl 142.2 21.0
PZR Sonucu - +

2 Numarah Femur

Dekalsifikasyonu

Dekalsifikasyonu Yapilmayan

Kemigi Tamamlanan

260/280nm 1.70 1.63

260/230nm 0.89 0.34

Miktar ng/ pl 20.1 29.4

PZR Sonucu + +

4 Numarah Dekalsifikasyonu Dekalsifikasyonu Yapilmayan
FemurKemigi Tamamlanan

260/280nm 1.56 1.61

260/230nm 0.34 0.27

Miktar ng/ ul 29.4 125.4

PZR Sonucu + +

17Numarah Femur Dekalsifikasyon Dekalsifikasyon Yapilmayan
Kemigi Tamamlanan

260/280nm 1.22 1.43

260/230nm 0.45 0.47

Miktar ng/ pl 5.4 28.3

PZR Sonucu + +

PZR’da amplifiye olan 6rnekler ( +) olarak, PZR’da amplifiye olmayan ornekler (-) olarak

gosterilmistir.
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3.5. DNA izolasyon Yontemlerinin ve PZR Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Femur, fibula ve timpanik kemiklerinde farklit DNA izolasyon yontemleri
uygulanarak PZR yapilmistir ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Toplamda 16
ornekten iki yontem ile DNA izolasyonu yapilmistir. Fenol/kloroform yontemi ile
elde edilen PZR sonucunda 14 o&rnekte amplifikasyon oldugu gdzlemlenmistir.
QIAGEN Forensic Kit kullanilarak yapilan DNA izolasyonu sonucunda yapilan
PZR’da ise 6 Ornekte amplifikasyon oldugu belirlenmistir (Tablo-10). PZR ve
elektroforez islemleri sonucunda 26 numarali timpanik kemiginde, 37 numarali
femur kemiginde ve 9, 12, 13, 22, 34, 35, 36, 37 ve 39 numarali dis 6rneklerinde
amplifikasyon olusmamistir (Sekil-36). 21 numarali dis Orneginde ise X allel
diismesi gozlemlenmistir (Sekil-37). Calisilan 6rnekler i¢inde disi olan bireyler, X
kromozomunda pik vermistir (Sekil-38). Erkek oldugu tespit edilen bireyler X ve Y
kromozomunda pik vermistir  (Sekil-39). Antropolojik incelemeler sonucunda
cinsiyeti belirlenebilen 6rnekler ile molekiiler galismalar sonucunda cinsiyeti tespit

edilen 6rnekler karsilastirilmistir (Tablo-11).

119



Tablo-10 Fenol/Kloroform ve QIAGEN Forensic Kit yontemi ile yapilan DNA
izolasyonlarmin PZR sonuglarinin karsilagtiriimasi

Ornek Numarasi Fenol/Kloroform Yontemi | Qiagen Forensic Ki Yontemi
PZR Sonucu PZR Sonucu
1 (Femur) + +
2 (Femur) + +
3 (Femur) + -
4 (Femur) + i
17 (Femur) + -
19 (Femur) + +
24 (Timpanik) + i
25 (Timpanik) + +
26 (Timpanik) - _
29 (Timpanik) + +
30( Fibula) + +
31( Femur) + +
37(Timpanik) + }
37 (Femur) - )
38 (Femur) + -
40 (Femur) + i

PZR’da amplifiye olan 6rnekler ( +) olarak, PZR’da amplifiye olmayan 6rnekler (-)
olarak gosterilmistir.
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Tablo-11 Molekiiler caligmalar sonucunda belirlenen cinsiyetin morfolojik cinsiyet
tespiti ile karsilastirilmasi

Ornek

Molekiiler

Morfolojik

Numarasi Bulgu Cinsiyet Tayini Ornek Tiiri Kazn Alam
1 DIisi Disi Femur Eski Van 5.‘““}.‘? } “Kalesi ve
Hoyligi
2 ERKEK ERKEK Femur Eski Van Sehri Kalesi ve
Hoyligi
3 ERKEK Belirlenemedi Femur Teos/Izmir
4 ERKEK Belirlenemedi Femur Teos/Izmir
5 -- Belirlenemedi Mandibula Teos/Izmir
6 -- Belirlenemedi Mandibula Teos/Izmir
7 ERKEK ERKEK Dis Van Kalecik Koyii/ Ablagens
8 ERKEK ERKEK Dis Van Kalecik Koyii/ Ablagens
9 Belirlenemedi ERKEK Dis Van Kalecik Koyii/ Ablagens
10 DISI ERKEK Dis Van Kalecik Koyil/ Catak
11 ERKEK ERKEK Dis Van Kalecik Koyii/ Catak
12 Belirlenemedi ERKEK Dis Van Kalecik Koyii/ Catak
13 Belirlenemedi ERKEK Dis Van Kalecik K&yii/ Kalecik
14 -- ERKEK Dis Van Kalecik K&yii/ Kalecik
15 == ERKEK Dis Van Kalecik K&yii/ Kalecik
16 = ERKEK Dis Van Kalecik Koyii/ Kalecik
17* DISI ERKEK Femur Giresun Adasi
Mandibula
18* Disi ERKEK iizerindeki Giresun Adasi
dis
19** DISi ERKEK Femur Giresun Adasi
Mandibula
20%* Disi ERKEK iizerindeki Giresun Adasi
dis
Mandibula
21 ERKEK ERKEK tizerindeki Giresun Adast
dis
Mandibula
22 Belirlenemedi Disi tizerindeki Giresun Adasi
dis
Mandibula
23 Disi Disi tizerindeki Giresun Adasi
dis
24 ERKEK Belirlenemedi Timpanik Nysa/Aydin
25 DisI Belirlenemedi Timpanik Nysa/Aydin
26 Belirlenemedi Belirlenemedi Timpanik Nysa/Aydin
Mandibula
27 Disi Belirlenemedi tizerindeki Nysa/Aydin
dis
Mandibula
28 ERKEK Belirlenemedi tizerindeki Nysa/Aydin
dis
29 ERKEK Belirlenemedi Timpanik Nysa/Aydin
30 ERKEK Belirlenemedi Fibula Nysa/Aydin
31 ERKEK Belirlenemedi Femur Nysa/Aydin
Mandibula
32 DIisi Belirlenemedi | iizerindeki Nysa/Aydin
Dis
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Ornek Molekiiler Morfolojik . -

Numarasi Bulgu Cinsiyet Tjayini Ornek Tiri Kaz Alam
33 ERKEK ERKEK Dis Giresun Adasi
34 Belirlenemedi DISI Dis Beybag/Mugla
35 Belirlenemedi DISI Dig Giresun Adasi
36 Belirlenemedi DISI Dig Giresun Adasi

DISI Timpanik
37 Belirlenemedi Disi Di N
Belirlenemedi > Femsur Beybag/Mugla
38x** DisI ERKEK Femur Giresun Adasi
39*** Belirlenemedi ERKEK Disg Giresun Adast
40 DISI DISI Femur Giresun Adasi

*Pulpa elde edilemeyen dig 6rnekleri (--) seklinde belirtilmistir. 17* ve 18* numara ayni bireye ait
femur ve mandibula 6rnegidir. 19** ve 20** ayni bireye ait femur ve maxilla-mandibula &rnegidir.

38*** ye 39*** ayni1 bireya ait femur ve dis rnegidir.

Tl

i i I

Lo

Sekil-36 X-STR sonucunda amplifikasyon olugsmayan 6rneklerden 26 numarali timpanik
kemiginin elektroforez goriintiisii

Sekil-37 X-STR sonucunda 21 numarali dis 6rneginde sadece Y kromozomunda
amplifikasyon olustugu icin allel diismesi gdzlemlenmistir.
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Sekil- 38 X-STR sonucunda amelogenin gen bolgesinde amplifikasyon olugsmustur ve 27
numarali bireyin cinsiyeti disi olarak belirlenmistir.

Sekil-39 X-STR sonucunda amelogenin gen bolgesinde amplifikasyon olusmustur ve 33
numarali bireyin cinsiyeti erkek olarak belirlenmistir.
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BOLUM:4 TARTISMA

Calismada materyal olarak 6 farkli kazi alanindan ¢ikartilan fibula, timpanik
ve femur kemikleri ile dis 6rnekleri kullanilmistir. Calismada kullanilan 6rneklerin
bazilarinin molekiiler ¢aligmalardan 6nce antropolojik incelemeleri yapilmistir. 2014
yilinda Eski Van Sehri Kalesi ve Hoyiigli kazisindan ¢ikartilan iki farkl bireye ait
femur kemikleri Erken Donem Orta Cag olarak tarihlendirilmistir. Bu ornekler
laboratuvara getirilmeden Once molekiiler caligmalar yapilacagi bilindigi i¢in
kazidan dikkatli bir sekilde ¢ikartilmis ve kazi alaninda bekletilmeden laboratuvar
ortamina ulastirilmistir. Teos Antik Kenti kazisina ait iki adet femur ve mandibula
iizerindeki dis Ornekleri, Teos Limam1 Kurtarma kazisindan 2014 yilinda
cikartilmistir. Femur ve mandibula Orneklerinde antropolojik caligmalar
yapilmamistir. Van Kalecik Koyii’'niin 3 farkli lokasyonu olan Ablagens kazisindan
2014 yilinda ¢ikartilmig olan 3 farkli bireye ait dis 6rnekleri, Catak kazisindan 2007
yilinda ¢ikartilmis olan 4 farkl bireye ait dis 6rnekleri ve Kalecik kazisindan 2007
yilinda ¢ikartilmis olan 3 farkli bireye ait dis 6rnekleri Erken Donem Demir Cag
olarak tarihlendirilmistir. Bu dis Ornekleri, antropolojik incelemeleri yapildiktan
sonra laboratuvarimiza getirilmistir. Mugla ili Beybag Mevkii kazisindan 2008
yilinda ¢ikartilan bir bireye ait dis, timpanik ve yarim femur kemigi ile farkl bir
bireye ait dig 6rnegi Ge¢ Bizans Donemi olarak tarihlendirilmistir. 2011-2012 yillar1
arasinda Giresun Adas1 kazisindan ¢ikartilan iki farkl bireye ait femur ve mandibula
tizerindeki disler ve 7 farkli bireye ait dig, 1 bireye ait femur 6rnegi Orta Bizans
Donemi olarak tarihlendirilmistir. 2015 yi1lindaNysa Antik Kenti’nde yapilan kazi ve

restorasyon caligmalarinda kentin merkezi bir noktasinda 1 cocuk,l geng ve 2
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yetigkin minimum dort bireye ait iskelet kalintilar1 Bizans Donemi olarak

tarihlendirilmistir.

Farkli kazi alanlarindan ¢ikartilan kemik ve dis orneklerinin DNA analizi
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali DNA Laboratuar’nda
yapilmistir. Calismada farkli tarihi donemlerden ve farkli iklimlerden ele gegirilen
orneklerden DNA elde edilerek cinsiyetin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada
toplu gomiilerden c¢ikartilan ve cinsiyeti tam olarak belirlenemeyen ornekler ile
biitlin bir halde ele gecirilemeyen iskeletlerde oldugu icin antik 6rneklerden basarili
bir sekilde DNA elde edilmesi ve devaminda cinsiyet belirlenmesi adli bilimlerde

onemli oldugu kadar antropoloji alaninda da olduk¢a 6nemli olmaktadir.

Antik DNA ¢aligmalart modern DNA calismalar1 ile ayn1 prodesiirlere sahip
olmasina ragmen, aDNA calismalarinda uygulanmasi ve dikkat edilmesi gereken
baz1 kriterler vardir. Ayrica modern DNA c¢alismalarma gore eski kemik
orneklerinden DNA elde etmek daha zordur ve bunun i¢in disiplinli ve sabirli bir
calisma gereklidir. Arkeolojik kazilardan ¢ikartilan iskeletlerin, yapilabilecek
molekiiler ¢aligmalar1 da g6z oOniinde bulundurularak toprak altindan dikkatli bir
sekilde cikartilmasi ve ¢ikarildiktan sonra muhafaza edilmesi 6nemlidir. Bu noktada
kazida gorev yapan arkeologlarin molekiiler ¢alismalar hakkinda bilgi sahibi olmasi1
onemlidir. Giiral (2007), katilmis oldugu 8. Uluslararast Kazi, Arastrma ve
Arkeometri Sempozyumu’nda bir anket yapmuistir ve bu ankete kazi bagkanlig1 veya
bagkan yardimcilig1 gorevinde bulunan 29 kisi katilmistir. Anket sonuglarina gore
25 katilmer kazilarinda DNA analizi yapilmadigini, 4 katilmer ise DNA
analizlerinin yapildigini belirtmistir. DNA analizi yapilmayan kazilardan 4 tanesinde

insan iskeletine rastlanilmadigi i¢in DNA analizi yapilmadig belirtilmistir. DNA
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analizi yapilmadigini belirten 25 katilimcidan 1 tanesi DNA analizlerinin yasak
oldugu icin yapilmadigini belirtirken, 1 tanesi bilgisi olmadigini, 23 kiside
kazilarindan ¢ikartilan iskeletler {iizerinde DNA analizlerinin yapilmasini

istekdiklerini belirtmistir (Giiral, 2007).

Antik Orneklerde bulunan DNA, modern drneklere gore daha az miktarda
bulunmaktadir. Parsons ve Weeedn (1996), bu az miktardaki DNA’nin
korunmasinda cevresel faktorlerin etkisinin bulundugu ancak, toprak altinda kalma
siiresi ve yaslart ayni olan iskeletlerden bazilarindan DNA elde edilirken
bazilarindan DNA elde edilemedigini belirtmistir. iskeletlerin toprak altinda
bulunma siiresi ve buna bagli olarak toprakta bulunan humik ve fulvik asit nemlilige
neden olur ve bu durum da PZR’1 inhibe ederek amplifikasyonu engeller (Burger ve
ark., 1999). Topragin nemli olmasi ve iskeletlerin toprak altinda kalmasinin DNA’ya
etkisi diisiiniildiigiinde deniz kenarma yakin olarak bulunan kazi bélgelerinden
cikartilan orneklerden basarili bir amplifikasyon gerceklesmesi zordur. Calisma
materyalini olusturan Nysa Antik Kenti, Beybag Mevkii, Teos Antik Kenti ve
Giresun Adasi deniz kenarina yakin yerlesim yerleridir. Denize yakm olmalar1 ve
elde edilen DNA basarilar1 degerlendirildiginde Nysa Antik Kentinden ¢ikartilan 9
ornekten 8’inden sonug¢ alimmistir. Giresun Adas1 Kazisindan ¢ikartilan 13 6rnekten
9’undan, Beybag Mevkii kazisindan ¢ikartilan 4 6rnekten 1’inden ve Teos Antik
Kenti kazisindan ¢ikartilan 4 6rnekten 2’si (mandibuladaki disler) calismaya dahil
edilmemistir, calisilan 2 femuru kemiginin 2’sinden de sonug¢ almarak toplamda
%069,2 oraninda bir basar1 elde edilmistir. Ancak Teos Antik Kenti’nden ¢ikartilan 2
femur kemiginden DNA elde edilebilmesi, ¢evresel faktorler igerisinde toprak

yapisinda bulunan humik ve fulvik asidin tek bagina dnemli bir etkisi olmadigini
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diistindiirtmektedir. Ancak, toprakta bulunan humik ve fulvik asidin miktarini
belirlemek igin herhangi bir test yapilmadigi i¢in kesin bir sonuca varilamamuistir.
Kazidan ¢ikartilan mandibula tlizerinde bulunan dislerin asir1 derecede pargalanmis
olmasi ve mandibulanin sertligini kaybetmis olmas1 6rneklerin ¢ikarildigi ortam olan
liman kentinin bataklik olmasi1 ve topragin olduk¢a nemli olmasi iskeletlerin fiziksel

olarak korunmasini etkiledigini géstermistir.

Kazilardan c¢ikartilan iskelet buluntularinin toplanmasi ve laboratuvar
ortamina getirilmesine kadar gecen siirede muhafaza edilmesi aDNA ¢alismalarinin
ilk agmasin1 olusturur. Kazidan ¢ikartilan kemiklerin muhafaza edilmesi konusunda
farkli gortisler vardir. Daskalaki (2004), aDNA calisilacak kemiklerin kazidan
cikarildiktan sonra derin dondurucuda muhafaza edilmesi gerektigini belirtirken,
Pruvost ve arkadaslar1 (2007) derin dondurucuda saklanan 6rneklerde buzlanmanin
olacagi ve DNA’nin bundan zarar gérmesinden dolay1 6rneklerin derin dondurucuda
muhafaza edilmemesi gerektigini belirtmistir. Kazidan ¢ikartilan Orneklerin
muhafaza edilmesi sicaklik faktorii ile birlikte ele alindiginda aDNA ¢alismalarmni
yapan arastirmacilardan bazisi serin ve kuru ortamda muhafaza edilen 6rneklerden
DNA elde etme basarisinin daha yiiksek oldugunu, sicaklifin DNA’nin
korunmasinda ¢ok onemli bir faktér oldugunu belirtmistir (Burger ve ark., 1999;

Nielsen-Marsch ve Hedges, 2000; Bollongino ve ark., 2008).

Kazidan ¢ikartilan 6rneklerin muhafaza edilmesi kadar 6nemli olan bir diger
faktor de kazi alaninin cografi iklim 6zelligidir. Leney, (2006) sicakligin DNA’nin
korunmasinda ¢ok az bir etkisi oldugunu, tropikal ve iliman iklim bodlgelerindeki
kazilardan ¢ikartilan kemikler ile yapmis oldugu aDNA ¢aligmas: sonucunda

gostermistir. Tropikal iklim bolgesinden ¢ikartilan Orneklerden DNA elde etme
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basarisint %66,9, 1liman iklim bolgesinden ¢ikartilan 6rneklerden DNA elde etme
basarisini ise %75,9 olarak bulmustur. Calismada Tiirkiye’nin batisinda bulunan
Izmir, Aydin ve Mugla ile Tiirkiye’nin dogusunda bulunan Van ilinden ¢ikartilan
kemik ve dig orneklerinden DNA elde etme basarisi diisiiniildiigiinde sicaklik ile
birlikte kazidan ¢ikartilma tarihleri ve buluntu tiirlerinin birlikte degerlendirilmesi
gerektigi goriilmektedir. Pruvost ve arkadaslar1 (2007) miize koleksiyonu olan ve
40°C’de bekletilen kemik Ornekleri ile sicakligi 4-19°C olan kazi alanindan
cikartildiktan hemen sonra c¢alismaya baglanan kemiklerden elde edilen DNA’y1
karsilastirmislardir ve kazidan yeni ¢ikartilan kemiklerde %100 amplifikasyon
olusurken, miize koleksiyonundaki kemiklerde hi¢cbir amplifikasyon olusmamaistir.
Bizim caligmamizda Nysa Antik Kenti kazisindan 2015 Agustos ayinda kemik ve
dis ornekleri ¢ikartilmis, laboratuvar ¢calismalarina 6 ay sonra basglanmistir. Calisma
materyallerini olusturan antik kemik ve dis 6rnekleri i¢erisinde kazidan ¢ikarildiktan
sonra analize baslama siiresi en kisa olan bu drneklerden DNA elde etme basarisimin

yiiksek olmas1 Pruvost ve arkadaslarinin (2007) goriisiinii desteklemektedir.

Eski orneklerde olusan degredasyondan dolayt DNA elde etmek zordur.
Kemik dokusunda bulunan hidroksiapatit DNA’ya baglanarak degredasyonu
yavaslattig1 i¢in antik DNA calismalari ile ilgili literatiir taramasina bakildiginda
kemik ve dislerin en ¢ok kullanilan 6rnekler oldugu goriilmektedir (Tuross, 1994;
Parsons ve Weedn, 1996; Hoss ve ark., 1996; O’Rourke ve ark., 1996; Alakog,
2007; Ozcan, 2010; Tekeli, 2010; Hansen ve ark., 2017). Ozelliklede materyal
olarak kemik calisilacak ise femur, humerus ve tibia gibi uzun kemiklerin daha ¢ok
tercih edildigi goriilmektedir (Jeffres ve ark.., 1992; Tuross, 1994; Gilbert ve ark.,

2005; Prinz ve ark., 2007; Ozcan, 2010; Hasan ve ark., 2014; Yaka, 2015).Yapilan
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antik DNA calismalarinda uzun kemiklerin disinda son zamanlarda kafatasi
kemiklerinden 6zelliklede temporal kisimdan bagarili sonuglar alan arastirmacilar
vardir (Edson ve ark., 2009; Gamba ve ark., 2014; Rasmussen ve ark., 2014; Pinhasi
ve ark., 2015). Bu c¢alisgmada da toplamda 5 adet timpanik kemik ¢alisilmistir ve 4

tanesinden basarili bir sekilde amplifikasyon gergeklestirilmistir.

Ozcan (2010) yapmus oldugu calismada kemiklerden kesit almmasi ve
pulverizasyon sirasinda kemiklerin farkli sertlikte oldugunu gozlemlemis ve daha
sert kemiklerden basarili bir sekilde DNA elde etmistir. Bu ¢calismada kullanilan 10
adet femur ve 1 adet fibula kemiginden basarili bir sekilde DNA elde edilip
amplifikasyon saglanmistir. Elde edilen bu sonuglar uzun kemikler ve 6zelliklede
femur kemiginin aDNA calismalarinda siklikla kullanilmasini desteklemektedir. Bu
calismada 4, 17 ve 40 numarali femur kemiklerinin diger kemiklere gore daha
saglam oldugu goézlemlenmistir. 4 numaral femur kemigini toz haline getirmesi zor
olmustur ve bu asamada sivi nitrojen kullanilmistir. Diger saglam olan 17 ve 40
numarali kemikleri toz haline getirmek oldukc¢a kolay olmustur ve sivi nitrojen
kullanilmamistir. Bu 3 kemikten de DNA elde edilmis ve amplifikasyon
saglanmigtir. 2 numarali femur kemiginde catlak oldugu goézlemlenmistir ve bu
catlaktan dolayr kemikten kesit alinmasi ve pulverizasyon islemlerinin ¢ok kolay
olacag diisiiniilmiistiir. Ancak pulverizasyon isleminde femur kemiginin ¢ok saglam
oldugu ve poréz yapmin bulunmadigi goriilmiistiir ve sivi nitrojen ile toz hale
getirilmigtir. 1 numarali femur kemiginde de catlak gozlemlenmistir ancak sivi
nitrojen olmadan ¢ok kolay bir sekilde toz haline getirilmistir. Bu 6rnekler disinda
caligmada kullanilan diger 5 adet femur kemigi sivi azot kullanimimna gerek

duyulmadan kolay sekilde toz haline getirilip, basaril1 bir sekilde DNA elde edilmis
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ve PZR’da amelogenin gen bolgesinde amlpifikasyon olusmustur. Kemiklerin
sertligi ve DNA elde edilmesi arasindaki bag diisiliniildiigiinde bu calismada kolay
bir sekilde toz haline getirilen femur ve timpanik kemiklerden de basaril bir sekilde
DNA elde edilmistir. Bu durumda kemik dokunun %70’ini olusturan inorganik yapi,
kemigin sert olmasini saglar ve fizyolojik olarak kemigi korur, ancak DNA elde
edilmesi acisindan diisiiniildiiglinde kemigin sert ve saglam olmasi olusabilecek
catlak ve kiriklar1 dnleyerek kontaminasyon riskini azaltir. Kontaminasyonun aDNA
caligmalarinda biiyiik bir sorun oldugu diisiiniildiigiinde saglam bir kemik ile
calisma yapilmasi bir avantaj olarak goriilebilir, ancak inorganik kisimda bulunan
kalsiyum iyonlarinin DNA’y1 ulasmay: engelledigi diisiiniildiigiinde uygulanan
dekalsifikasyon islemi ve DNA izolasyon yontemi daha Onemli bir faktor

olmaktadir.

Bozulmus veya parcalanmig insan kalintilarinin kimliklendirilmesinde disler
ve kemikler tek DNA kaynagi olarak kullanilmaktadir. Dislerin ¢ene igerisindeki
yerlesimleri DNA ‘nin korunmasi agisindan kemikler ile karsilastirildiginda dislerin
DNA kaynagi olarak kullanilmasini tercih eden arastirmacilar vardir (Higgins ve
Austin, 2013; Imamoglu ve ark., 2011; Alakog, 2007; Gilbert ve ark., 2005). Hasan
ve arkadaslar1 (2014) dis, femur, metakarpal, humerus, tibia ve vertabra
kemiklerinden DNA izolasyonu yapmistir ve dislerden daha basarili bir sonug elde
etmistir. Pinhasi ve arkadaslar1 (2015) ise, dis ve diger kemik orneklerine kiyasla
timpanik kemikten daha fazla miktarda DNA elde etmistir ve timpanik kemigin
memeli canlilarda viicudun en sert ve en yogun kemik oldugu goriisiindedir (Pinhasi
ve ark., 2015). Calistigimiz 6rnekler igerisinde sadece 37 numaraya ait dis, femur ve

timpanik kemik oldugu i¢in tek bir 6rnek tlizerinde degerlendirme yapmak miimkiin
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olmustur. DNA miktarmi ve safligmmi 6lgmemizi saglayan nanadrop cihazinda
timpanik kemikten elde edilen DNA miktar1 daha fazladir. Ancak bu dl¢iimde insan
DNA’s1 diginda, ortamda bulunan mikroorganizmalarin DNA’s1 da bulundugu igin,
insana ait DNA miktarinin degerlendirilmesi yapilamaz. Ancak PZR sonuglarina
bakildiginda ayni bireye ait olan dis, femur ve timpanik kemik icerisinden sadece
timpanik kemikte amplifikasyon olusmasi, timpanik kemikte DNA’nin daha iyi

korundugunu gostermektedir.

Antik DNA caligmast i¢in laboratuvara getirilen 26 bireye ait dis
orneklerinden 5’1 calismaya dahil edilmemistir. Bunlardan 5 ve 6 numarali
mandibula {izerinde bulunan dis Ornekleri Teos Antik Kenti kazisindan
cikartilmistir. Dekontaminasyon islemleri sirasinda dislerde asir1  derecede
parcalanma oldugu gorildiigli i¢in c¢alismaya almmamistir. 14 ve 16 numarali
dislerin kokiinde parcalanma oldugu i¢in, 15 numarali dis 6rneginden de pulpa
¢ikarilamadigr i¢in bu oOrnekler calismaya dahil edilmemistir. Farkli kazilardan
cikarilmis olan toplamda 21 dis Orneginden pulpa c¢ikarilarak fenol/kloroform
izoamil alkol ile DNA izolasyonu yapilmistir ve 12 tanesinde amplifikasyon
olugsmustur. Antik DNA calismalarinda materyal olarak dis kullanan arastirmacilar
icerisinde basarili sonuglar elde edenler olmustur. Kriittli ve ark., (2014), disin
dentin kismindan, Adler ve arkadaslar1 (2011) ile Damgaard ve arkadaslar1 (2015),
disin sement kismimdan basarili bir sekilde yliksek miktarda endojen DNA elde
etmislerdir. Bizim calismamizda ise femur ve timpanik kemiklerden dise gore daha
iyi sonu¢ almmistir. Dislerdeki pulpanin iyi bir DNA kaynagi oldugu bazi
arastirmaclar tarafindan ortaya konulmustur (Pfeiffer, 1999; Alakog, 2007; Tilotta,

2010; imamoglu ve ark., 2011; Higgins ve Austin, 2013).
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Calismamizda toplamda 16 adet kortikal kemik (femur, fibula, timpanik) ve
21 adet dis orneginden DNA izolasyonu yapilmistir. 16 adet kortikal kemikten
14’tinden sonug¢ almmustir ve %87,5 oraninda bir basar1 saglanmistir. 21 adet dis
orneginin 12’sinden sonu¢ alinmistir ve %57,1 oraninda bir basar1 saglanmistir.
Calisilan dis orneklerinin yarisina yakininda amplifikasyon olugsmamastir. Disten
elde edilen pulpa miktarinin yeterli olmamas1 ve dislere uygulanan dekalsifikasyon
islemi sirasinda DNA kaybi1 oldugu diistiniilmektedir. DNA izolasyonu i¢in
kullanilan 6rnek miktarinin ¢ok az olmasi yeterli miktarda kaliteli DNA’ya ulasmay1
kisitlamistir. Ayrica kemik orneklerinde DNA izolasyonu i¢in kullanilan miktar
fazla oldugu i¢in DNA izolasyon tekrarlar1 yapilmistir ve yeterli miktarda kemik
tozu oldugu i¢in iki yontem ile DNA izolasyonunun yapilmasina olanak saglamistir.
Ancak dislerden elde edilen pulpa miktar1 az oldugu igin DNA izolasyon
yontemlerinden sadece bir tanesi uygulanmistir. Ayrica dislerden elde edilen pulpa
miktarmin az olmasi, amplifikasyon olusmayan dis Orneklerinden DNA
izolasyonunun tekrar edilmesini kisitlamistir. Bu durumlar degerlendirildiginde
aDNA c¢alismalar1 i¢in kortikal kemikler ile c¢alismanin daha uygun oldugu

diistiniilmektedir.

Antik DNA calismalarinda dikkat edilmesi gereken unsurlardan birisi
kontaminasyonu  engellemektir. ~ Kontaminasyon,  laboratuvar  ortaminda
olusabilecegi gibi, kaz1 alaninda kazi ekibinden kaynakli da olusabilir. Antik DNA
calismalarinda kontaminasyon riskini isaret eden ¢aligmalar arttig1 gibi, sonuglarin
giivenirliligi daha ciddi kontrollerden gegirilmek zorunda kalinmistir. Bu gelismeler
antik Orneklerden elde edilen az miktardaki degrade DNA ile gergeklestirilen

analizlerin kontaminasyona ¢ok fazla agik oldugunu ve bu ornekler ile yapilan

132



calismalarda 6zel Onlemler alinmasi gerektigini ortaya koyan c¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur (Handt ve ark., 1994; Handt ve ark., 1996; Gilbert ve ark., 2005; Yang ve
Watt, 2005; Bouwman ve Chilvers, 2006; Rubio ve ark., 2013). Kontaminasyonu
engellemek igin antik DNA ¢alismalarinin ilk basamagini olusturan orneklerin
toplanmasi sirasinda kaziy1 yapan arkeologlarin bu konuda bilingli olmasi1 yapilacak
calismalar1 kolaylastrmaktadir (Watt, 2005). Ozelliklede antik &rneklerde ¢ok az
miktarda endojen DNA bulundugu i¢in yapilacak olan dekontaminasyon islemleri
aDNA caligmalarinda onemli olmaktadir. Fiziksel dekontaminasyon, kimyasal
dekontaminasyon ve UV 1sinma maruz birakilarak uygulanan dekontaminasyon
islemleri tek tek uygulanabilecegi gibi bu ii¢ yontemi kombinasyon seklinde
uygulayan arastirmacilar vardir (Burger ve ark., 1999; Watt, 2005; Gefrides ve ark.,
2010; Cemper-Kiesslich ve ark., 2014). Bu ¢alismada kullanilan orneklerin bir
kisminda DNA ¢alismas1 yapilmadan 6nce antropolojik incelemeler yapildigi i¢in
kemiklerin yiizeyi temizlenmis bir sekilde laboratuvara getirilmistir. Bu 6rneklerde
kimyasal dekontaminasyon islemi yapilmis ve sonrasinda UV 1smina maruz
brrakilmistir. Diger Orneklerde ise dekontaminasyon yontemleri kombinasyon
seklinde uygulanmistir. Kazi yerinden ¢ikartilan 6rneklerde mikroorganizmalarin
gelisimi engellenirse, biyomolekiillerin, oksidasyon ve hidrolotik islemler sirasinda
kimyasal bozunmaya engel olmak miimkiindiir. Endojen DNA’nin bozunmasini
engellemek ve ekzojen DNA’dan olusacak kontaminasyonun Oniine gegmek igin,
kazi alanindan c¢ikartilan Grneklerin yikanmamasi gerektigini belirten Yang ve
Watt’m (2005) bilgileri dikkate alinarak, aDNA c¢alismasinin yapilacagi bilinen

ornekler kazidan ¢ikartildiktan sonra su altinda yitkanmamastir.
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Watt (2005), orneklerin dig yiizeyinin uzaklastirilmasinda el frezesi ve
matkaptan sonra en ¢ok zimpara kagidi ve dis fircasinin kullanildigini belirtirken,
Cemper, Kiesslich ve arkadaslar1 (2014) fiziksel dekontaminasyon isleminde
kullanilacak olan malzemeyi c¢alisilacak kemige gore se¢menin daha uygun
oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismada femur ve timpanik kemiklerin dis yiizeyi her bir
ornek i¢cin ayri1 kullanilan zimpara ile uzaklastirilmistir. Ancak bazi 6rneklerin dis
yiizeyl piiriizli oldugu i¢in ve timpanik kemiklerin sekli diizgiin olmadigi icin
zimparalama islemi yetersiz olmustur ve el frezesi kullamlmistir. El frezesi, en

diisiik seviyede calistirilarak yiiksek 1smin olusmasi engellenmistir.

Literatiirde gecen caligmalar icerisinde kimyasal dekontaminasyon islemi
icin kullanilan ¢esitli kimyasal malzemeler icerisinde en ¢ok sodyum hipoklorit
(camasir suyu) kullanilmistir ve gamagir suyu kullaniminin 6rneklere olan etkisi bazi
aragtirmacilarin ¢alisma konusu olmustur. Richard ve Sykes (1995) yapmis olduklar1
calismada %0,5’lik sodyum hipokloritin (ticari olarak satilan ¢amasir suyu %10)

kemik 6rneklerinde daha etkili oldugu sonucuna varmistir (Richard ve Sykes, 1995).

Kemp ve Smith, (2005) kemik ve dis 6rneklerinde bulunan kontaminantlar
uzaklastirmak i¢in sodyum hipokloriti ¢esitli kombinasyonlar seklinde uygulamistir.
Aragtirmacilar, 500 ve 10,000 yillik kemik ve dis Orneklerine %6’lik sodyum
hipokloriti 15 dakika bekleterek orneklerdeki kontaminantlar1 uzaklastirmada en
etkili yontemin oldugunu belirtmistir (Kemp ve Smith, 2005). Price ve Andrus
(1992) yapmis olduklar1 ¢alismada, Kemp ve Smith’in (2005) buldugu sonugtan
daha farkli sonuglar elde etmislerdir. Price ve Andrus’un yapmis oldugu ¢alismada
%10’luk sodyum hipokloridin DNA’y1 yikmada yeterli oldugunu, %2,5’lik sodyum

hipokloridin ise DNA’ya zarar verdigini, %5,25’lik sodyum hipokloridin de yiizeyde

134



bulunan bitkisel atiklar1 uzaklastirdigini belirtmistir. Bunun yani sira, DNA’nin
sodyum hipoklorite maruz kalmasi PZR’in 76 baz giftinde amplifiye olmasini
engellemistir. DNA, c¢ok daha kiiciik parcalara kirildigi i¢in ¢amasir suyunun
kullanilacagi zaman sadece yiizeye uygulanmasi tavsiye edilmistir (Price ve Andrus,

2005).

Yapilan bu calismalar dikkate alinmistir ve kimyasal dekontaminasyon
isleminde sodyum hipoklorit kullanilmamuistir, bunun yerine Rohland ve Hofreiter’in
(2007b) caligmalar1 dikkate alinarak %5’lik SDS kullanilmistir. Kimyasal
dekontaminasyon islemi sonrasinda kemik ve dis 6rneklerinin hepsi 245 nm. de UV
isininda 5’er dakika bekletilmistir. Antik DNA ¢alismalarinda kontaminasyon riski
icin alinan onlemler ve 6rneklerin fiziksel durumlar1 ile yapilan dekontaminasyon
islemleri degerlendirildiginde uygulanan dekontaminasyon yontemlerinin ekzojen
DNA’y1 uzaklastirmada basarili oldugu goriilmektedir. Ayrica antik DNA
caligmalarinda suyun olumsuz etkisi g6z Oniinde bulundurulmalidir ve Kimyasal

temizlik miimkiin oldugunca yiizeysel yapilmalidir.

DNA izolasyonu dncesinde kemik ve dislerde yogun olarak bulunan Ca ve
Mg iyonlarimi uzaklastirmak i¢in dekalsifikasyon islemi uygulanmistir. Antik DNA
calismalarinda uygulanan dekalsifikasyon islemleri arastirmacilar tarafindan
tartigilmaktadir. Fischer (1993) ve Altuncul’a (20001) gore dekalsifikasyon
yapilmadan da DNA izolasyonunun yapilabilecegi belirtilirken, bazi aragtirmacilar
ise (Hochmeister ve ark., 1991; O’Rourke, 2000b; Loreille ve ark., 2007; Cemper-
Kiesslich, 2014) dekalsifikasyon isleminin yapilmasinin gerekli oldugunu
belirtmistir. Bu ¢alismada kemik ve dis 6rneklerinin hepsine dekalsifikasyon islemi

uygulanmistir. Dekalsifiye edilmis 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmistir ve PZR
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sonucunda amplifikasyon olusmayan orneklerde DNA kayb1 oldugu diisiiniildiigii
icin Orneklere dekalsifikasyon islemi uygulanmadan DNA izolasyonu yapilmistir.
Dekalsifikasyonu tamamlanmis ve dekalsifiye edilmemis orneklerin DNA miktarlar1
PZR sonuglari ile birlikte karsilastirildiginda 6zelliklede timpanik kemiklerde DNA
kayb1 oldugu goriilmiistiir. Cemper-Kiesslich (2014) ve O’Rourke’a (2000b) gore
dekalsifikasyon islemi 72 saat devam etmektedir, ancak bu caligmada 48 saatte
tamamlanan dekalsifikasyon sonucunda amplifikasyon olusmustur. Ayrica
dekalsifiye edilmeyen oOrneklerde de amplifikasyon olusmustur. Dekalsifikasyon
islemi sirasinda az miktarda da olsa DNA kaybi oldugu diisiiniilmektedir. DNA
hasarmin ¢ok oldugu antik orneklerde dekalsifikasyon siiresinin uzatilmamasi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Antik DNA ¢aligsmalarinda deri gibi yumusak doku veya kemik ve dig gibi
sert dokular materyal olarak kullanilmaktadir. Mulligan (2005), Proteinase K’y1
sadece yumusak dokunun DNA izolasyonu sirasinda, EDTA’y1 da sert dokularin
DNA izolasyonunda kullanmay1 tercih ederken, bazi arastirmacilar kemik ve dis
orneklerinde EDTA ile birlikte Proteinase K’nin kullanilmasmi Onermektedir
(Shiroma ve ark., 2004; Rohland ve Hofreiter, 2007; Cemper-Kiesslich, 2014).
Antik DNA ¢alismalarinda 6rnegin durumu, saklanma kosullari, hangi tarihi doneme
ait oldugu gibi veriler DNA elde edilmesinde kullanilan protokolleri
degistirmektedir. Son yillarda neredeyse antik DNA caligmalarina ait literatiirdeki
makale sayisma yakin sayida farkli DNA izolasyon yontemi bulunmaktadir ve
bunlardan basarili sonuglar1 bilinen birka¢ yontem 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlardan
birisi 1996 yilinda Baron ve arkadaslarmm yaptigt DNA izolasyonunda fenol

kloroform yontemini kullandiklar1 g¢alismadir (Baron ve ark., 1996). Basarili
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sonuglar1 onaylanmis olan bir diger protokol ise 1993 yilinda Hoss ve Paibo
tarafindan gerceklestirilen ve silika yontemi ile yapilan DNA izolasyonudur (Hoss,
Padblo, 1993). Giiniimiizde Onerilen ve basarili olduklar1 kanitlanmis bu
protokollerin uygulamalarmdaki kiigiik farkliliklarin kazi 6rneklerinin durumuna,
yasmna ve icinde bekledikleri ¢evresel kosullara gore biliyiik 6nem kazandigi
bilinmektedir (Hummel, 2003). Bu ¢alismada fenol/kloroform izoamil yontemi ve
QIAGEN Forensic Kiti kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. EDTA,
dekalsifikasyon sirasinda kullanilmis, Proteinase K ise fenol/kloroform izoamil
yontemi ile DNA izolasyonu sirasinda proteinleri uzaklastirmak amaciyla kimyasal
maddeler ile birlikte kullanilmistir. Guanidium izotiyosiyonat: (GuSCN), DNA’y1
silikaya baglamak amaciyla DNA izolasyonu yapan arastirmacilar (Boom ve ark.,
1999; Kolman ve Tuross, 2000; Rohland ve Hofreiter, 2007; Hasan ve ark., 2014
;Kotan, 2010) oldugu gibi hiicre duvarmi par¢alamak amaci ile kullanan
aragtirmacilar da vardir (H6ss ve Pdabo, 1993; Krings ve ark., 1997 ;Poinar ve ark.,
1998; Hofreiter ve ark., 2004). GUSCN, PZR inhibitorii igermez ve hiicre duvarini
parcalamada kuvvetli bir kimyasaldir. Bu nedenle GuSCN, sodyum sitrat ve N-
lauryl sarcosin ile hazirlanan denatiirasyon soliisyonu seklinde DNA izolasyonunun
ilk agsamasinda kullanilmistir. Fenol/ klorform izoamil yontemi ile elde edilen DNA
izolatlarinin PZR sonuglarma bakildiginda 9 adet femur kemiginin 8’inde basarili bir
amplifikasyon gerceklestirilmistir. 37 numarali femur kemiginde fenol/kloroform
izoamil yontemi ve QIAGEN Forensic Kit ile yapilan DNA izolasyon yonteminde
higbir amplifikasyon olugsmamistir. Bu bireye ait femur kemigi kirik ve yarim bir
sekilde laboratuvara geldigi i¢in distal kistmdan kesit alinamamistir. Antik DNA

caligmalarinda kullanilacak 6rneklerin se¢imi burada 6nemli olmaktadir. Mikroskop
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ile inceleme yaparak DNA’nin korunmus olup olmadigini tahmin etmek oldukca
zordur. lyi bir 6rnek seciminde bazi karakteristik Ozellikler vardir. Kortikal
kemikler, siingerimsi kemiklere gore daha katidir ve yogunluk kemigin dis
yiizeyindedir (Daskalaki, 2004). Uzun kemiklerin diyafiz kismi1 aDNA ¢alismalar1
icin daha uygundur, ancak kemigin {lizerinde gozle goriiliir bir catlak veya
mikrobiyal bir asindirma olmamalidir (Bollongino, 2008). Antik DNA ¢alismasinda
dis calisilacak ise ileri derecede asmmma olan, fizyolojik olarak biitlinligiini
kaybetmis ve patolojik bulgular1 olan disler segilmemelidir. Calisilacak ornekler
morfolojik olarak 1yi durumda degilse ve patolojik bulgular var ise DNA analizi i¢in
secilmemelidir. Gusta ve White (1996)’a gore yapilacak calismada testin tutarliligini
saglamak icin bir bireyden iki ayr1 ornek (kemik ve dis) almarak c¢alisilmalidir.
Orneklerin toplanmasinda DNA analizi i¢in biitiin iskelet kalintilarinin alinmasma
gerek yoktur. Femur, humerus, tibia ve kafatas1 gibi kortikal kemiklerin alinmasi

yeterli olmaktadir.

Bizim calismamizda Giresun Adasi kazisindan ¢ikartilan iskeletlerden {ic¢
bireye ait femur ve dis 6rnekleri ile Baybag kazisindan ¢ikartilmis olan bir bireye ait
femur, dis ve timpanik kemikler calisilmistir. Bunun disinda Nysa Antik Kenti
kazisindan cikartilmis olan bireylere ait dis, femur ve timpanik kemikler ile de
calisilmistir, ancak toplu gomii oldugu icin ve iskelet kalintilar1 pargalanmis bir
sekilde ele gegirildigi i¢in morfolojik olarak kesin bir sekilde cinsiyet tespiti
yapilamamistir. Nysa Antik Kenti bireylerinde dig, femur ve timpanik kemiklerinden
DNA elde edilmis ve amelogenin gen bolgesinde amplifikasyon olmustur. Giresun
Adast kazisindan ¢ikartilan 3 farkl bireyin dis ve femur kemigi kullanilmigtir. 17

numarali femur ve 18 numarali dis 6rnegi ayni bireye ait olup, molekiiler sonuglar1
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birbiri ile uyumludur. Ayni sekilde 19 numarali femur kemigi ile 20 numarali dis
Ornegi ayni bireye aittir ve molekiiler sonuglar1 birbiri ile uyumludur. 38 numarali
femur kemigi ile 39 numarali dis 6rnegi de ayni bireye aittir, ancak femurdan elde
edilen DNA’dan amplifikasyon saglanmisken, diste herhangi bir amplifikasyon
olusmamistir. Beybag kazisindan ¢ikartilan 37 numarali bireye ait dig, femur ve
timpanik kemikten DNA elde edilmistir ve sadece timpanik kemikte amplifikasyon

olusmustur.

Iki farkli DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA miktarlar1 ve
yapilmis olan PZR sonuglari karsilastirildiginda fenol/kloroform izoamil yontemi ile
yapilan izolasyonun daha basarili oldugu goriilmiistiir. Hem adli bilimlerde hem de
antik DNA calismalarinda kullanilan DNA izolasyonu i¢in kullanilan ticari kitler,
arastirmacilar icin zaman agisindan bir avantaj saglarken, kit i¢cinde yer alan
prosediirler aynen uygulanmak zorunda oldugu i¢in bir degisiklik yapilamamaktadir.
Ama fenol/kloroform izoamil yonteminde kullanilan malzemeler, inkiibasyon siiresi
ve ayarlanabilen sicaklik gibi faktorler de degisiklikler yapmak miimkiindiir. Ticari
Kitlerin daha hizli1 sonu¢ vermesi ve kontaminasyon riskinin daha az olmasindan
dolay1 bu yontemi tercih eden ve iyi sonug¢ alan aragtirmacilar da vardir (Cattaneo
ver ark., 2000). Bu ¢alismada kullanilan DNA izolasyon yontemi kadar yapilan
PZR’da o6nemli olmaktadir. Bu calismada hassasiyeti yiliksek, ticari PZR Kkiti
kullanilmasindan dolay1 0,5 ng DNA yeterli olmaktadir. DNA izolasyonundan sonra
nanadrop cithazinda DNA’nin saflig1 ve miktar1 dl¢tilmiistiir. Ancak PZR sonucunda
olusan amplifikasyonlar ve DNA miktarlar1 karsilastirildiginda, amplifikasyonun

DNA miktarindan ¢ok, DNA kalitesi ile ilgili oldugu diisliniilmektedir.
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DNA izolasyonu yapildiktan sonra DNA’nin  miktar ve safligi
spektrofotometrik yontem ile jel elektroforezinde veya Real Time PZR kullanilarak
Olciilebilmektedir. DNA izolasyonu sonrasinda agaroz jel elektroforezin
kullanilmast antik DNA c¢aligmalarinda ¢ok dogru sonug¢ vermeyebilir.
Elektroforezde yiiritme islemi sonrasinda bellirli uzunluklarda bant olusur, ancak
eski orneklerdeki DNA miktar1 ¢cok az oldugu i¢in jelde DNA goriilmeyebilir. Bu
durum DNA’nmn olmadig1 anlamma gelmedigi gibi, bant goriilmesi saf DNA’nin
elde edilmis olmasmi veya goriilen bandin kontaminasyon sonucu olustugu
anlamina da gelmemektedir. Bu ¢alismada DNA izolasyonu sonunda nanodrop N-
100 spektrofotometre cihazi kullanilarak DNA’nin miktar ve saflig1 belirlenmistir.
Agaroz jel elektroforezine gére daha avantajli olan bu yontem, ¢cok az miktarda olan
ve jelde goriintiilenemeyen DNA’y1 gorebilecek hassasiyete sahiptir. Calismamizda
37 ornekten DNA izolasyonu yapilmistir ve Orneklerin nanodrop N-100
spektrofotometre cihazinda DNA miktar ve safligina bakilmistir. Fenol/kloroform
izoamil yonteminden elde edilen DNA miktar1 2,2 ng ile 142,2 ng arasinda
degismektedir. QIAGEN Forensic Kit yontemi ile femur, fibula ve timpanik
kemiklerden yapilan DNA izolasyonunda DNA miktar1 2,1 ng/ul ile 11,3 ng/ul
arasinda degismektedir. Amplifikasyon olusmayan oOrneklerin DNA miktarlar1
icerisinde 46,1 ng/ul konsantrasyonuna sahip 6rnekte amplifikasyon olusmaz iken,
3,4 ng/ ul konsantrasyona sahip 6rnekte amplifikasyon olusmustur. Cok az miktarda
elde edilen DNA’da amplifikasyonun olusmasinda kullanilan X-STR kiti ¢cok 6nemli
olmustur. QIAGEN Investigator Argus X-STR kiti 0,5 ng DNA’da bile basarili bir
sonug verme Ozelligine sahiptir. Caligma bu yonden degerlendirildiginde 6zellikle de

antik DNA calismalarinda, elde edilen DNA kalitesinin DNA miktarindan daha

140



onemli oldugu goriilmektedir. Nanodrop Olglimiinde insan DNA’st disinda
ortamdaki mikroorganizmalarin da DNA’s1 Ol¢lime dahil oldugu igin ¢aligilan
bireyin saf DNA miktar1 belirlenememektedir. Orneklerimizden aldigimiz sonuglar
dogrultusunda DNA miktarinin ¢ok dnemli bir kriter olarak degerlendirilmemesi
gerektigi goriilmiistiir. Spektrofotometre ile DNA safligin1 belirlemek de miimkiin
olmaktadir. Ideal sartlarda DNA ornekleri icin bu absorbans degerinin 1,8 olmasi
beklenmektedir. Bizim Orneklerimizde, QIAGEN Forensic Kit ile yapilan DNA
izolasyonu sonucunda 260/280 nm dalga boyundaki absorbans degeri 1, 21 ile 2,14
arasinda degismektedir. Fenol/kloroform izoamil yonteminde ise 260/280 nm dalga
boyunda 6lciilen absorbans degeri 1,22 ile 2,11 arasida degismektedir. 230/260 nm
dalga boyundaki absorbans degeri fenol/kloroform izoamil yonteminde 0,04 ile
0,089 arasinda degerler degismektedir. QIAGEN Forensic Kit ile yapilan DNA
izolasyonunda ise 230/260 nm dalga boyundaki absorbans degeri 0,23 ile 0,49
arasinda degismektedir. ideal bir DNA’da ise 260/230 nm’deki absorbans degerinin
1,8-2,2 arasinda olmasi beklenmektedir. Bizim 6rneklerimizin absorbans degeri bu
degerden olduk¢a uzakta ¢ikmistir ve PZR sonucglarma bakildiginda absorbans

degeri ile amplifikasyon sonucu arasinda onemli bir baglant1 gériilmemistir.

STR, (kisa ardisik tekrar dizileri) adli bilimlerde kimlik tespitinin
yapilmasida yaygin olarak kullanilmakla birlikte degrade olmus ve ¢cok az miktarda
DNA elde edilen 6rneklerin kullaniminda 6nemli bir yere sahiptir (Budowle ve ark.,
1996). Bu g¢alismada da X-STR kullanilmis olmasi, kontaminasyonun olup
olmadigini belirleme konusunda bir avantaj saglamistir. Antik DNA c¢alismalarinda
amelogenin gen bolgesi disinda herhangi bir bolgede amplifikasyonun olusmasi

durumunda, c¢alisilan  Ornek ile personelin gen bolgesi karsilastirilarak
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kontaminasyon olup olmadigi anlasilmaktadir. Ayrica STR’m olduk¢a hassas
calismast ve gilivenilir olmast aDNA c¢alismalar1 icin biiyiik bir avantaj
saglamaktadir. Adli calismalarda oldugu gibi arkeolojik insan kalintilarinda
kullanilan STR teknigi ile elde edilen sonuglar, popiilasyon genetigi ve akrabalik
iligkilerinin belirlenmesi gibi antropoloji alanina dnemli bilgiler sunar (Hummel ve
ark., 1995; Hermann ve Hummel, 1997; lvanov, 1999;Parsons, 2007). Schmerer
(2001), asir1 derecede bozunmus insan kemiklerinden elde ettigi ¢ok diisiik miktarda
DNA o6rnegini PZR ‘da ¢ogaltarak STR teknigi ile basarili bir sonug elde etmistir
(Schmerer, 2011). STR c¢aligmalarinin avantajlar1 yaninda dezavantaj olarak
sayilabilecek ancak c¢ok nadir olarak goriilen allel diismesi goriilebilir. Allel
diismesinde, heterozigot lokustaki allellerden biri diser (Prado ve ark.,
1997;Schultes ve ark., 1999). Antik DNA ¢alismalarinda ¢ok az miktarda DNA elde
edildigi i¢in allel diismesinin DNA miktarindan kaynakli oldugunu diisiinen
aragtirmacilar vardir. (Kimpton, 1994; Handt ve ark., 1994; Prado ve ark., 1997).
Bizim ¢alismamizda da 21 numarali dis 6rneginde X allel diismesi goriilmiistiir. Bu
ornekte X alleli diismiis, sadece Y alleli goriilmiistiir. Y bandinin diismesi
durumunda sonuglarin yorumlanmasinda zorluk yasanirken, X allelinin diismesi

yanlis sonuca sebep olmamistir.

PZR asamasinda negatif ve pozitif kontroller kullanilmistir. Yaptigimiz PZR
uygulamasinda 1pl DNA yerine 4 pl DNA kullanilmis ve PZR ‘in 2.asamasindaki
dongii sayist artirilarak amplifikasyon sansi artirilmigtir. PZR sonrasinda elde edilen
molekiiler sonuglar ile antropolojik sonuglar karsilastirilmistir. Toplamda 37
ornekten DNA elde edilmistir ve bu 6rneklerin 27’sinde amelogenin gen bolgesinde

amplifikasyon olmustur ve genel olarak %72,9 oraninda bir basar1 saglanmistir.
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Amelogenin gen bolgesi disinda diger gen bolgelerinde herhangi bir amplifikasyon

olmusmamustir.

Eski Van Sehri Kalesi ve Hoyligli kazisindan ¢ikartilmis olan iki femur
kemiginde yapilan morfolojik ve molekiiler cinsiyet tespitlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Teos Antik Kenti kazisindan ¢ikartilan iki femur kemiginden
molekiiler ¢aligmalar sonucunda erkek bireye ait oldugu bulunmustur, ancak
elimizde sadece femur kemigi oldugu i¢in antropolojik olarak cinsiyet
belirlenememistir. Van Kalecik Koyii, Ablagens kazisindan ¢ikartilmis olan 3 dis
orneginin 2’sinde amplifikasyon olugsmus ve cinsiyeti erkek olarak belirlenmistir ve
her iki veri birbiri ile uyumlu olmustur. Van Kalecik Koyii, Catak kazisindan
cikartilan 3 dis Orneginin 1’inde amplifikasyon olugsmamis,1’inde antropolojik ve
molekiiler veriler ile erkek birey oldugu belirlenirken, diger 1 ornekte sonuglar
birbiri ile ayni olmamistir. Van Kalecik Koyii kazisindan c¢ikartilan bireylerin
morfolojik cinsiyet tayinin de dislerden yararlanilmistir. Dislerden alinan mesial-
distal ve buccal lingual dis Olgiileri ile ¢ene kemiklerden aliman metrik degerler
cinsiyet ayriminda kullanilmaktadir. Ancak izole dislerin veya ele gegen yarim
cenelerin cinsiyet ayriminda zorluklar yasanmaktadir. Alakog, (2007) Adrasan ve
Yoncatepe Kazilarindan ¢ikartilan dis 6rnekleri iizerinde odontometrik yontemler ve
DNA analizleri ile cinsiyet tespiti yapmistir ve odontometrik yontemlerin tek
basina cinsiyet belirlemede yeterli olmadig1 sonucuna varmistir (Alakog, 2007). Van
Kalecik Kdyii, Kalecik kazisindan ¢ikartilmis olan 4 dis 6rneginin 3’linde pulpa elde
edilemedigi i¢in DNA izolasyonu yapilamamistir, diger 1 6rnekte ise amplifikasyon
olusmamistir. Beybag kazisindan ¢ikartilmis olan 2 bireyin 1’inde amplifikasyon

olusmamustir, diger bireyin ise morfolojik ve molekiiler cinsiyet bulgular1 birbiri ile
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aynidir. Nysa Antik Kenti kazisindan ¢ikartilmis olan 9 Ornekten sadece 1’inde
herhangi bir amplifikasyon gerceklesmemistir. Bu kazi bolgesinden ¢ikartiimis olan
bireyler toplu bir sckilde gomiilmiistir ve bireylere ait tim kemikler
bulunamamistir. Bulunan kemikler de pargalanmis durumda oldugu i¢in morfolojik
cinsiyet tespiti yapilamamistir. Giresun Adasi kazisindan ¢ikartilmis olan 13 6rnegin
4’linde herhangi bir amplifikasyon olugsmamistir. Amelogenin gen bdlgesinde
amplifikasyon olusan 8 bireyden 5’inin molekiiler ve morfolojik cinsiyet bulgular:
birbiri ile uyumlu olmamustir. Giresun Adasi kazisindan ¢ikartilan ve molekiiler
analizler i¢cin laboratuvara getirilen kemikler genel olarak iyi korunmustur. Ancak,
iskeletlerin yan yana gomiilii olmas1 ve kemiklerin karisik durumda olmasi birey
tayininin yapilmasmi zorlastrnustir. Iskelet materyallerinin kazidan par¢anmis
sekilde ¢ikmasi veya bireylere ait kemiklerin eksik olmasi cinsiyet tespitini
zorlastirmaktadir. Bu gibi durumlarda kimliklendirmenin temelini olusturan cinsiyet
tespitinde DNA analizlerinin antropoloji alaninda 6nemli oldugu bu ¢alisma ile

ortaya koyulmustur.

Antik DNA analizlerinde DNA’nin farkli derecelerde degrade olmasi, ¢ok az
miktarda endojen DNA’nin bulunmasi ve oOzellikle de kontaminasyon riskinin
yiiksek olmasi, yapilan ¢aligmalarin giivenilirligini sorgulamaktadir. Amelogenin
gen bolgesinin bir alleli 106 bg., diger alleli de 112 bg. uzunlugundadir (Sullivian ve
ark., 1993;Faerman ve ark., 1997). Antik 6rneklerde 200 bg.’den daha uzun bir gen
bolgesinde amplifikasyonun olmasi antik DNA’nin modern DNA ile kontamine
oldugunun gostergesi olarak goriilmektedir (Hernandez ve ark., 2003). Calismada

sonu¢ aldigimiz orneklerde bu bolgeler disinda herhangi bir gen bolgesinde
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amplifikasyonun olmamasi, modern DNA ile kontaminasyon olmadigini ve

molekiiler sonuclarin dogrulugunu gostermektedir.
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SONUC ve ONERILER

Insan1 biyolojik ve kiiltiire]l yonii ile inceleyen antropoloji, molekiiler
biyolojideki teknolojinin gelismesi ve molekiiler antropolojinin ortaya ¢ikmasi ile
tarith Oncesi doneme dair sorulari cevaplamaktadir. Kazilardan ¢ikartilan iskelet
kalintilar1, antropologlar, arkeologlar ve paleontologlar i¢cin 6nemli olmakla birlikte
farkli bilim dallarmin koordineli bir sekilde c¢alismasiyla aDNA alaninda yapilan
calismalarda basar1 Olgiitii yiikselmektedir. Antik DNA ¢alismalari, modern DNA
calismalar1 ile ayn1 prosediire sahiptir ancak, aDNA calismalarinda eski kemik ve
dis orneklerinden DNA elde etmek cok daha zor oldugu i¢in ¢ok dikkatli ve sabirh
bir sekilde calisma yapilmalidir. Calismada kullanilacak olan orneklerin kazi
alanindan c¢ikarilmasi, aDNA c¢alismalarmin ilk basamagmi olusturur. Kazi
baskanlarinin ve arkeologlarin yapilabilecek molekiiler analizleri goz Oniinde
bulundurarak iskeletlerin kazidan c¢ikarilmas:t ve ¢ikarildiktan sonra muhafaza
edilmesi konusunda bilgi sahibi olmalar1 6nemlidir. DNA analizi yapilacak iskelet
kalmtilarmin en kisa siirede laboratuvara getirilmesi ve laboratuvarda ¢alismalara
miimkiin oldugunca erken baslanmasi DNA elde etme basarisini artirmaktadir. Antik
DNA c¢alismalarinda siklikla rastlanilan ve literatiirde siirekli bahsedilen
kontaminasyon probleminin Oniine ge¢mek i¢in gerekli onlemlerin dikkatli bir
sekilde alinmasi durumunda saf DNA elde etmek kolaylasacagi gibi sonuglarin
giivenirliligi saglanmis olacaktir. Arkeoloji, antropoloji gibi bilim dallarinin
molekiiler biyoloji/adli bilimler gibi deneysel bilimler ile birleserek, kazidan
cikarilan kemik ve dis gibi biyolojik materyallerin incelenmesi, eski bir kiiltiiriin
anlasilmasi1 agisindan onemlidir. Bizim i¢in bir basar1 6lgiitii olan tarih Oncesi

donemde yasamig ve Tiirkiye’nin iklimsel olarak fakli cografi bolgelerindeki kazi
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alanlarindan g¢ikartilmis ola fibula, timpanik ve femur kemikleri ile dis 6rneklerinden
DNA elde edilmistir. 5 adet timpanik kemik ile ¢alisilmistir ve bunlarin 4’tinden
basarili bir sekilde sonu¢ alinmistir, %80 oraninda bir basar1 saglanmistir. Uzun
kemiklerden 11 adet femur kemigi ve 1 adet fibula kemigi ile calisilmistir ve
bunlardan sadece 1 femur kemiginden sonu¢ alinamamistir ve %91 oraninda bir
basar1 saglanmistir. 21 dis Orneginden elde edilen pulpalardan 12’sinden sonug
almmastir ve %57,1 oraninda bir basar1 saglanmistir. Degrade olmus bu 6rneklerden
X-STR ile PZR yapilarak amelogenin gen bolgesinde amplifikasyonun olugmasi ile
cinsiyet tespiti yapilmistir. Molekiiler analizler ile elde edilen sonuglar, iskeletler
iizerinde morfolojik incelemeler ile yapilan cinsiyet sonuglar1 ile karsilagtirilmistir
ve % 56 oraninda bir uyum oldugu goriilmiistiir. Kimliklendirilmenin yapilabilmesi
icin cinsiyet tespitinde DNA analizlerinin giivenilirligi ve 6nemi bu c¢aligma ile
ortaya konulmus olup, insan tarihinin biyokiiltiirel gegmisi antropolojinin iginde

yerini almis olan aDNA ¢alismalari ile belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile;

1) Kazi alanindan 6rneklerin dikkatli bir sekilde ¢ikartilmasi ve minimum
birey sayisi belirlendikten sonra patketleme yapilmasimin,

2) Kazidan ¢ikartilan kemik ve dislerde DNA analizi yapilacak ise
orneklerin laboratuvara getirilme siiresinin uzun olmamasinin,

3) Molekiiler ¢aligmalar igin miimkiin oldugunca kortikal kemiklerin tercih
edilmesinin ve bir bireyden iki farkli kemik alinmasinin,

4) Pargalanmis veya yarim kemik Ornekleri ile asir1 derecede asinma olan

dis 6rneklerinin kullanilmamasimin,
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5)

6)

DNA izolasyon yonteminin belirlenmesinin, antik Ornekler icin
kullanilacak olan PZR kitinin hassasiyeti ve elektroforez iglemlerinin
giivenirliliginin,

Kontaminasyon riski i¢in uygulanacak yontemlerin iyi belirlenmesi ve
bunlarin dikkatli bir sekilde ¢alismanin her agamasinda uygulanmasinin

gerekli oldugu goriilmiistiir.
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OZET

Binlerce yildir bir¢ok uygarhigi icinde barmndiran Anadolu’da bir¢ok
arkeolojik ve antropolojik kazilar yapilmistir ve yapilmaya devam etmektedir.
Kazilardan c¢ikartilan iskeletlerde yapilan incelemeler sonucunda bireylerin boy
uzunlugu, cinsiyeti, ge¢irmis oldugu hastaliklar, beslenme sekilleri belirlenmektedir.
Iskelet buluntularindan DNA elde edilmesi ve molekiiler antropolojinin ortaya
cikmasi ile birlikte antropoloji alaninda yapilan ¢alismalarin alani genislemis ve
tarih 6ncesi donemlerde yasayan insanlar hakkinda akla gelen sorular cevaplanmaya
baslamustir. Antropoloji alaninda biyolojik profilin belirlenmesi, adli bilimlerde de
iskelet lizerinde yapilan kimliklendirme 6nemlidir ve iskelet lizerinde cinsiyet tespiti

yapilamadig1 durumda DNA analizi oldukc¢a 6nemli olmaktadir.

Bu ¢alismada {zmir Teos Antik Kenti Kazisindan (Helenestik-Roma), Aydin
Nysa Kazisindan (Bizans), Mugla Beybag Kazisindan (Ge¢ Bizans), Giresun Adasi
Kazisindan (Orta Bizans) ve Van Kalecik Koyii Urartu Nekropolii (Erken Demir
Cag) ile Eski Van Sehri Kalesi ve Hoyiigii (Orta Cag) Kazilarindan ¢ikartilmis olan
dis, femur ve timpanik kemiklerinden DNA elde edilerek cinsiyetin belirlenmesi
amaclanmistir. Calismada kullanilan &rnekler Ankara Universitesi Dil ve Tarih
Cografya Fakiiltesi Anatropoloji Boliimii’ne getirilmistir ve molekiiler ¢alismalar
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Adli Tip Anabilim Dali DNA Laboratuvarinda
yapilmistir. Antik DNA calismalarinda kontaminasyonun olugsmasi sonuglari
etkiledigi i¢in, bu problemin olusmamasi i¢in dekontaminasyon islemleri 6rneklerin
durumu g6z oniinde bulundurularak yapilmistir. Farkli iklimsel 6zelliklere ve farkli

cevresel sartlara maruz kalmis olan 16 adet kemik (femur, fibula, timpanik) ve 21
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adet dis Ornegine iki farkli DNA izolasyon yontemi (fenol kloroform/ticari kit)
uygulanmistir. DNA elde edildikten sonra cinsiyetinin belirlenmesi amaciyla X-STR
kiti kullanilarak PZR yapilmistir. Calisilan 10 adet femur kemiginin 9’unda, 5 adet
timpanik kemiginin 4’tiinde, 1 adet fibula kemiginde ve 21 dis 6rneginin 12’sinde
amelogenin bolgesinde amplifikasyon olusmustur. Toplamda 37 o6rnekten DNA
izolasyonu yapilmistir ve bunlardan 27’sinden sonug alinarak % 72,9 oraninda bir
basar1 saglanmistir. Iskeletler {izerinde yapilan morfolojik cinsiyet sonugclar1 ile
molekiiler sonuglar karsilastirilmistir ve %56 oraninda bir uyum oldugu
goriilmiistiir. Bu c¢alisma ile morfolojik yontemlerle cinsiyetin belirlenemedigi
durumlarda DNA analizlerinin olduk¢a ©nemli ve gerekli oldugu ortaya

koyulmustur.
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SUMMARY

Many archeological and anthropological excavations have been done in
Anatolia which has included many civilisations for thousand of years and it has been
gone on. As a result of examinations which are done on skeletons which are taken
out of the excavations, the individuals' tall stature, gender, disease that they had,
their nutrition ways are determined. The field of studies which are done in the field
of anthropology expanded as DNA was obtained from the findings of skeleton and
the molecular anthropology occurred, and the questions which came into the mind
on people who lived in the prehistory periods started to be answered. The
identification which was done on the skeleton in the field of anthropology and in the
legal sciences are important and the analysis of DNA is very important in the case

that the gender determination on skeleton couldn't be done.

It was aimed in this study that DNA was obtained from the femur and
thympanic bones with the teeth which were taken from the excavations on Izmir
Teos Ancient City (Hellenistic-Roma), Aydin Nysa (Byzantine), Mugla Beybag
(The Late Byzantine), Giresun Island (Middle Byzantine), and Van Kalecik Town
Urartu Necropolis, Old Van City Towel and Mound (Middle Age). The samples
which were used in the study were brought to The Department of Anthropology,
The Faculty of Language and History, Ankara University and the molecular studies
were done in the DNA laboratory, in The Department of Legal Medicine, Medical
Faculty, Ankara University. As the occurrence of contaminations in ancient DNA
studies affected the results, the works on decontamination were done in
consideration with the samples' status as the problem wasn't seen. DNA was

obtained from the use of two different DNA isolation methods ( phenol chloroform/
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commercial kit) from 16 cortical bones (femur, fibula and tympanic) and 21 the
sample of tooth which were exposed to the different climatic properties and different
environmental conditions. After DNA was obtained, PCR was done with the use of
X-STR kit to determine the sex. The amplification occurred in the area of
amelogenesis in 9 of 10 femur bones, 4 of 5 thympanic bones, 1 fibula bone and 11
of 21 tooth samples which were worked. A total of 37 samples were isolated from
DNA and taking the results of 27 of these samples and 72.9% success rate was
achieved. The morphological gender results on skeletons were compared with the
molecular results and it was found that there was conformity at % 56 The results
which were obtained as a result of molecular works with the data which were
obtained as a result of the morphological examinations which were done on the
skeleton were compared and interpreted. It provides a great contribution to the legal
sciences and anthropology that DNA would be obtained from the skeleton findings
which are in the group embedding and in a case that the gender determination will
not be done with the working in different disciplinaries' together with the ancient
DNA studies. . In this study, DNA analysis is very important and necessary in cases

where sex can not be determined by morphological methods.
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