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OZET

ANTIK INSAN KEMIKLERINDEN DNA iZOLASYON
PROTOKOLLERI GELISTIRILMESI

OZDEMIR-KAYNAK, Elif

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Ozlem YESIL-CELIKTAS

Haziran 2014, 59 sayfa

Adli uygulamalarda, paleontolojik, arkeolojik ve evrimsel c¢alismalarda
yapilacak incelemelerde en 6nemli asamalardan birisi antik dokulardan DNA’nin
izolasyonu ve analiz edilmesidir. Kimliklendirme igin ¢esitli biyolojik kaynaklar
kullanilabilmektedir. Ancak ¢ogu zaman erisilebilir tek kaynak kemik numuneleri
olmaktadir. Bu c¢alismanin amaci, adli uygulamalarda kullanilabilecek hizli,
alternatif bir DNA izolasyon protokolii gelistirmektir. Kemik tozu ya da dilimleri
seklindeki oOrneklere, farkli tampon c¢ozeltiler, 6n islemler ve izolasyon
prosediirleri uygulanarak antik insan kemiklerinden en iyi kosullarda yiiksek
verimde DNA eldesi saglanmaktadir. Caligma kapsaminda yapilan analizlerde
PZR inhibitorleri tarafindan meydana gelebilecek kontaminasyonlar da
degerlendirilmistir. On islemler, calkalamali inkiibatorde karistirma ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon uygulanarak yapilmistir. Buna ek olarak ise
izolasyon klasik fenol-kloroforom-izoamil alkol ve silika destekli spin kolonlar
yardimiyla yapilmis ve birbiriyle kiyaslanmistir. Dekalsifikasyon tamponunun
toplam demineralizasyon yapmasi agisindan lizis tamponundan daha iyi sonug
verdigi ve mikrodalga destekli ekstraksiyonun 2 dakikalik siire ile calkalamali
inkiibatorde 24 saat karistirarak bekletme siiresinden c¢ok daha hizli oldugu
goriilmiistiir. Sonug olarak DNA izolasyonunun mikrodalga destekli ekstraksiyon
islemini takiben silika destekli spin kolon uygulanarak yapilmasiyla 19.40 ng/ul
konsantrasyonda DNA elde edilmistir. Organik ekstraksiyon yontemine gore
cevre dostu, hizli ve ucuz bir yontem olmasiyla adli caligmalarda kullanilabilecek

alternatif teknik gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: DNA, izolasyon, antik kemik, mikrodalga destekli

ekstraksiyon, silika destekli spin kolon, inhibisyon
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ABSTRACT

IMPROVING METHOD FOR DNA EXTRACTION FROM
ANCIENT HUMAN SKELETAL MATERIAL

OZDEMIR-KAYNAK, Elif

MSc in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem YESIL-CELIKTAS
June 2014, 59 pages

One of the most important stage in forensic, paleontological, archeological
and evolutionary studies is the analysis and isolation of DNA from ancient tissue
residues. There are lots of biological tissues for the identification but sometimes
bones are the only accessible source of DNA. The main objective of this study
was to develop a rapid and alternative protocol for DNA extraction to be utilized
in forensic genetics. Sample form as powder or slice, different buffer,
pretreatment and extraction methodologies were compared in order to investigate
the best conditions yielding the highest concentration of DNA from ancient bones.
In this study, the degree of extract contamination by polymerase chain reaction
(PZR) inhibitors was analysed. Pretreatment was carried out using agitation at an
incubator shaker and microwave digestion. Subsequently, DNA from ancient
bones was isolated by the classical organic phenol-chloroform extraction and
silica based spin columns and compared as well. Decalcification buffer for total
demineralization was better than the lysis buffer, whereas microwave assisted
digestion proved to be very rapid with an incubation time of 2 min instead of 24 h
at an incubator shaker. Consequently, DNA digestion followed by silica column
application yielded a high purity DNA with a concentration of 19.40 ng/ul and
proved to be a superior alternative to the organic extraction method, presenting an
environmentally friendly, cheap and a rapid technique for forensic genetic

analysis.

Keywords: DNA, isolation, ancient bone, microwave assisted extraction,

silica based spin column, inhibition.
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TESEKKUR

Kendisini tanidigim lisans giinlerimden bu yana ¢alismalarimin her
asamasinda bana yol gosteren, elestirileriyle ufkumu genigleten, karamsarliga
distigim anda hep daha iyisini yapmam i¢in beni motive eden degerli
damismanim ve sevgili hocam Dog¢. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Aragtirmam sirasinda bilgi ve deneyimlerine basvurdugum yardimlarini
benden esirgemeyen elestiri ve katkilariyla fikir veren Prof. Dr. Bahattin
TANYOLAC ve Yrd. Dog. Dr. Ergiin SAKALAR’a tesekkiir ederim. Aragtirmada
kullanilan kemik numunelerinin temin edilmesinde yardimci olan Prof. Dr. S.
Ismet DELILOGLU GURHAN’a tesekkiir ederim.

Her tiirlii problemimde yanimda olan ve benden yardimlarini esirgemeyen
Seref AKAY ’a, Hilal Betiil KAYA’ya, Selda KARAMIL’e ¢ok tesekkiir ederim.

Tez caligmalarim boyunca benden destek ve yardimlarini esirgemeyen
“Onciil Akiskan Teknolojileri ve Uygulamalari Laboratuvar1”, “Molekiiler
Genetik Laboratuvar1” ve “Kanser Molekiiler Biyolojisi Laboratuvar1”

calisanlarina ve arkadaglarima tesekkiir ederim.

Basarili olmamin yolunun caligmaktan gectigini bana 6greten, daha basarilt
isler yapmam icin beni destekleyen, sevgilerini, maddi ve manevi desteklerini
benden higbir zaman esirgemeyen, sevgili annem Nurten OZDEMIR’e ve babam
Ramazan OZDEMIR’e, ablalarim ve yegenlerime sonsuz tesekkiirlerimi ve

siikkranlarimi sunarim.
Tim sabir ve anlayistyla bana katkida bulunan, desteklerini higbir zaman

esirgemeyen, her zaman sevgi ve destegini yanimda hissettigim sevgili esim

Ahmet KAYNAK ’a sonsuz tesekkiirlerimi ve sevgilerimi sunuyorum.

Elif OZDEMIR KAYNAK
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1. GIRIS

Antik doku kalintilarindan DNA’nin eldesi ve analizleri, paleontolojik ve
arkeolojik ¢alismalar1 da igeren birgok calismaya 151k tutmasi acisindan muazzam
bir potansiyel icermektedir. Antik DNA, molekiiler evrim ¢alismalari, insanligin
kokeni ve davraniglari hakkinda bilgi edinmek, popiilasyonlardaki modern ve
gecmise ait organizmalarin iligkisini incelemek, cinsiyet belirlemek i¢in zengin bir
bilgi kaynagidir (Lister 1994; Hofreiter et al., 2001; Poinar, et al., 1998; Beraud-
Colomb, et al., 1995; Caputo et al., 2013). Ilk antik DNA (aDNA) calismas1, 1984
yilinda Higuchi ve arkadaglar1 tarafindan, Sekil 1.1°de goriilen 140 yillik nesli
tilkkenmis bir at/zebra ailesinin bir liyesi olan quagga (Equus quagga quagga)
derisinden kisa bir mtDNA fragmenti izole edilmesiyle yapilmistir. Bir yil
sonrasinda ise Paabo insanlar iizerindeki ilk c¢alismay1r binlerce yillik

mumyalanmis bir 6rnekten yapmustir (Paabo, 1985).

Sekil 1.1. Londra Hayvanat Bahgesi’nde canli bir quagga kisragi, 1980 (Huber W’den 1994).

Antik DNA ile yapilmis birgok giizel ¢alisma DeSalle ve arkadaslar
tarafindan tablo haline getirilmistir (DeSalle et al., 1994). Bu tablonun uyarlanmig
hali Cizelge 1.1°de goriilmektedir. 1980’lerin sonunda polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), aDNA caligmalarina genis bir algilamayla potansiyel
kazandirmistir (Jones M., 2003). Bunu takiben ¢esitli insan dokular1 veya delil



malzemelerinden DNA izolasyonu, yumusak dokulardan DNA izolasyonu (Paabo
1985, 1989; Doran et al., 1986; Paabo et al., 1988, Thomas et al., 1989,1990;
Golenberg et al., 1990; Lawlor et al., 1991; DeSalle et al., 1992; Hoss et al.,
1994), mtDNA izolasyonu (Hagelberg et al., 1989, 1994; Horai et al., 1989; Hanni
et al., 1990; Hagelberg ve Clegg, 1991) ve ¢ekirdek DNA’s1 izolasyonu (Hummel
ve Herman 1991; Kurosaki et al., 1993; Gill et al., 1994) gibi bir¢ok prosediir
gelistirilmistir  (Caputo et al. 2013). Ancak kazilarak c¢ikartilmis kemik

orneklerinden DNA eldesi ve genotipleme i¢in heniliz etkili protokoller elde

edilememistir.
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Sekil 1.2. Antik DNA ¢alismalar1 (DeSalle et al. 1994°ten uyarlanmuistir.).

Biyolojik materyallerden DNA analizi adli bilimler acisindan da kisinin
kesin tanilamasini yaparken cinsiyet, fiziksel karakter ve etnik koken hakkinda
detayli bilgiler vermektedir bu nedenle DNA analizleri bugiine kadar yapilmis en
onemli gelismelerden birisi olarak kabul edilmektedir. Ileri derecede hasar gdrmiis
cesetlerde kimliklendirme dis Ornekleri veya iskelet dokusundan saglanmaktadir
(Imamoglu vd., 2011). Mikroorganizmalar, mevcut niikleazlar, bakteriyel
enzimler, nem ve 1s1 gibi etkilerle degisime ugrayan veya pargalanan biyolojik
orneklerin  analizinde ¢ogu zaman yeterli —miktarda DNA  elde
edilemeyebilmektedir. Bunun gibi durumlarda DNA’nin en iyi korunmus oldugu

ve kontaminasyonun en az oldugu doku kemik dokusudur (Campos et al., 2012).

Kemik numunesinden DNA izolasyonu i¢in Onemli miktarda kemik

baslangic materyali, tek kullanimlik malzeme ve reaksiyon maddesi ve yeterli




zaman gerekmektedir. PZR i¢in ¢ogalma etkinligini azaltan bazi inhibitorler de
DNA ile birlikte izole edilebilmektedir. Bu da PZR sonuglarinin inhibe olmasina
neden olmaktadir (Techer et al 2010, Hofreiter et al. 2001, Yang et al 1998).
Yumusak dokulardan DNA izolasyonu ve saflagtirilmasi protokolleri, kemikten
DNA izolasyon protokollerine gore daha yiliksek DNA verimlerinde sonug
vermektedir. Bu da kemik mineral matriks yapisindaki kompleks agregatlardan,
cevresel faktorlerden ve bozulmaya olan meylinden kaynaklanmaktadir. Birgok
senaryoda sadece kemiklerin potansiyel bir kaynak oldugu g6z oniine alindiginda
DNA izolasyonu i¢in saglam protokoller gerekmektedir (Caputo et al., 2013,
Hoftreiter et al. 2001). Giiniimiizde oldukga etkili bir takim protokoller mevcuttur
ancak antik kemiklerden DNA izolasyonu i¢in standart olarak tercih edilen tek bir
metot bulunmamaktadir ve mevcut ekstraksiyon yontemleri de tutarli olarak
tatmin edici olmamaktadir. Ozellikle fenol/kloroform ekstraksiyonuna daha fazla

alternatifler aranmaktadir ki bu sebeple yeni yontemler siirekli gelistirilmektedir.

DNA’nin silika partikiillerine baglanabilirligi kaotropik ajanlarin varliginda
cok yiiksek kapasitede olmaktadir. PZR inhibitorleri olmadan DNA izolasyonunu
basarili bir sekilde yapilmasi nedeniyle selatlama yontemleri birgok laboratuarda
rutin olarak kullanilmaktadir (Boom et al 1990., Cattaneo et al. 1995, Yang et al
1998, Dukes et al 2012). Ayrica silikanin diisiik toksisite, biyouyumluluk, diisiik
maliyet, ¢abuk ve kolay Olgeklenebilir ve PZR inhibitorlerini gidermede etkili
olmasi gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Rohland et al., 2007a., Hou et al.,
2013).

Mikrodalga-destekli ekstraksiyon (MAE), elektromanyetik dalgalarla
geleneksel solvent ekstraksiyonunu birlestiren bir ekstraksiyon c¢esitidir.
Geleneksel ekstraksiyon yoOntemlerine gore kisa siirede, daha az solvent
kullanarak, yiiksek ekstraksiyon oram1 ve diisiik maliyetle daha iyi {iriin
sunmaktadir (Hao et al 2002, Lee et al., 2011, Ma et al 2013, Zheng et al., 2013).
Literatirde DNA izolasyonunun mikrodalga ekstraksiyonu kullanilarak
gergeklestirildigi ¢evresel ornekler, aktinomisetler ve arpa taneleri gibi numuneler
bulunmaktadir (Orsini et al., 2001, Ping et al., 2003, Saini et al., 1999).

Bu noktadan hareketle, tezimizin amaci arkeolojik ve paleontolojik insan
kemigi kalintilarindan zor olan DNA izolasyonu ig¢in basit ve hizli bir metot
gelistirmek ve antik DNA caligmalarina katkida bulunmaktir. Ayrica izolasyon
sonuglarinin dogrulugunu tespit etmek amaciyla insan kromozom 17 (lokus

D17Z1)’ye spesifik ¢ok tekrarli a-satellite hedef gen bolgesinin varligi agsindan



taranmasi planlanmistir. Kemik numunelerinin adli ¢alismalarda delil niteligi
tagimasinin yaninda tarihi dneme sahip antropolojik ¢alismalar i¢in de Onemli
delil kaynaklaridir (imamoglu vd., 2011). Tez kapsaminda farkli DNA izolasyon
protokollerinin karsilagtirilmasi ve metotlarin avantaj ve dezavantajlar1 agisindan

onemi hakkinda degerlendirilmeye yer verilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Kemigin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Birgok omurgalinin viicut destek yapist olan iskelet, minerallesmis bag
dokusu olan kemikten olusmaktadir. Kemik yapict hiicreler olarak bilinen
osteoblastlar kollajen yapisinda matriks olustururken, kalsiyum, magnezyum ve
fosfat iyonlar1 matriks iginde birlesip sertleserek hidroksiapatit mineralini
olusturur. Kemigin kikirdaktan daha sert fakat kirilgan olmayan bir yapida
olmasmin sebebi sert mineral ve esnek kolajen yapinin bir arada olmasindan
kaynaklanmaktadir. Kemigin sert yapist viicuda destek vermekte, ayrica beyni,
omuriligi, akcigerleri ve kalbi g¢evreleyerek korumaktadir. (Ortner and Turner-
Walker, 2003; Hochmeister, 1991). Cizelge 2.1°de kemik dokunun yapis1 ile ilgili

Ozet tablo gortilmektedir.
2.1.1 Kemik matriksi ve hiicresel elemanlar

Organik Boliim, kolajen lifler (tip I), proteoglikanlar, glikoproteinler,
biliylime faktorleri, sitokinler, fosfolipidler ve fosfolipoproteinlerden olusan temel
maddeden (amorf madde) yapilmistir. Gelismis bir kemik dokusunda lifler paralel
ve belirli araliklarla bulunmaktadir. Aralarinda porlar birakacak sekilde yerlesmis
olup iclerinde hidroksiapatit kristalleri yer almaktadir. (Campbell and Reece,
2006)

Inorganik Béliim, kalsiyum hidroksiapatit ve osteokalsiyum fosfattan
olusur. Kemik kollajenlerinin yaninda amorf madde ile birlikte igige organize
olmuslardir. Hidroksiapatit kristallerinin kemikteki onemi, kolajenlerle beraber
kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir. Kemigin yapisal biitiinligiini
saglayan matriksin tretilmesi ve yenilenmesi kemigin hiicresel elemanlari

tarafindan saglanir (Currey, 2002).

Kemik dokusunda 4 tip hiicre bulunmaktadir: osteoblastlar, osteositler,
osteoklastlar, mezenkimal osteoprogenitor hiicreler. Bunlarin haricinde kemik
iligi hiicreleri ve kemigin biiylime ile gelisimini diizenleyen bagisiklik sistemi

hiicreleri de bulunmaktadir.

Osteoprogenitor hiicreler, mezenkimal kok hiicre kaynakli ana hiicrelerdir.

Periostun derin tabakasinda ve Havers kanallarinda bulunurlar. Mitozla olgun



kemik hiicrelerine farklilasabilme 0&zellikleriyle kemik yapimi igin Onemli
hiicrelerdir. Kemik biiylimesi, zedelenmesi ve kirik iyilesmesinde aktif hale

gelerek osteoblast hiicrelerine farklilasirlar.

Osteoblastlar, kemik dokusunda Tip I kollajen ve matriksin yapimindan
sorumlu matur hiicrelerdir. Golgi ve endoplazmik retikulumlarinin iyi gelismis
oldugu goriilmektedir.

Sinyal proteinlerini salgilayarak kemik gelisimini

hormonal olarak yonlendirirler (SEER Training Modules, 2014).

Osteositler, lakiinalar i¢cinde matrikste yer alan olgun kemik hiicreleridir.
Geligimlerini tamamladiklar1 igin sentez yapamazlar. Kalsiyum ve fosfor
konsantrasyonunun (hameostatik mekanizma) kemikler ve kan arasinda

diizenlemesi gibi 6nemli metabolik rolleri de vardir (Guyton and Hall, 2003).

Osteoklastlar, kemik yikimi, sekillenmesi ve kemik rezorbsiyonunu
gergeklestiren, monosit Onclilerinden olusan, ¢ok c¢ekirdekli dev hiicrelerdir.
Kollajenaz, asit fosfataz ve diger proteolitik enzimleri igermeleri sebebiyle
makrofaj tlirii hiicre olarak da kabul edilebilirler. Kemik yiizeyine bu enzimleri
salgilayarak kemigin erimesini saglarlar. Bu bdlgelerde olusan cukurluklara
Howship lakiinleri denir (Steen and Montagu, 1901).

Cizelge 2.1. Kemik dokusu 6zet tablosu

Hiicre Tipi Ozelligi Liflerin Ozelligi Matriks Ozelligi
Yasst sekilli, soluk,
Osteoprogenitor boyanmis nukleuslu
hiicrelerdir, mitoz yaparlar.
Kiibik veya piramidal
sekilli, gzantlh hiicrelerdir. Sert ve yogun bir
Osteoblast Kemik y.aplmmda rol matriks vardir. Yaptya
oynarlar'. Sltoplaztna"k(.).yu kalsiyum ¢okmiistiir.
bazofilik ve graniilliidiir. Kanal sistemi gok iyi
Oval sekilli, lipit, glikojen .Tip I kqlajenlerdir. gelismis olup, bqra.da
ve pigment igeren Lifler belirli araliklarla damarlar yerlesiktir
Osteosit hiicrelerdir. Mitoz diizgiin bir tertiplenme (Havers ve Volkmann).
yapmazlar, uzantili gosterirler. Bu araliklara Hiicrelerin
Tiberelardi hidroksiapatit kristalleri ~ metabolizmas1 kanalikiil
¢Okmiistiir. sistemiyle gerceklesir.
Kemik Kemik dokunun
yikimini(rezorbsiyon) kompakt ve stingerimsi
saglayan hiicrelerdir. Cok olmak iizere iki formu
sayida niikleus igerirler. bulunur.
Osteoklast Sitoplazmada bol lizozom

bulunur. Yikim i¢in
kullanilan kolagenaz ve
hidrolitik enzimleri
salgilarlar.




2.1.2 Kortikal (kompakt) kemik dokusu ve yapisi

Iskeletin %80’ini olusturan kompakt bir kemik incelendiginde iyi bir sekilde
organize olmus Havers kanallar1 etrafinda lamellerden (osteon), hiicrelerden ve
sert bir matriksten olustugu gozlenir. Sekil 2-1’de kemigin sematik goriiniimii
bulunmaktadir. Havers sistemi, arteriol, ventil, kapiller, sinir ve lenfatik kanali
igerir. Havers kanallar1 Volkmann kanallar1 denilen yan dallar araciligiyla kemik
iligi ve periyosteumla baglanti kurar (Currey, 2002). Havers sistemlerinin bir
parcasi olan dairesel kemik kanallar1 arasinda lakiinalar bulunur ve bu lakiinalar
1s1nsal tarzda her yonde seyreden kanalikuller igerir. Tiim bu baglantilar kemik
hiicresinin beslenmesi i¢in sarttir. Kortikal kemikteki hiicre donglisii yavastir ve
osteoblast ve osteoklastlarin aktif oldugu osteonun u¢ kisminda meydana gelir
(Ortner and Turner-Walker, 2003).

2.1.3 Siingerimsi kemik dokusu (trabekiillii kemik)

Kompakt kemige gore yogunlugu daha az olan bu kemik trabekiiller
lamelden yoksundur ancak daha yiiksek remodelizasyon hizina sahiptir.
Trabekiiller arasinda bulunan bosluklarda kemik iligi bulunur. Trabekiiler kemik
plaklar halinde birbiri ile baglantili oldugundan, yiiksek metabolik aktivite
gostermesi yaninda, kemige yansiyan c¢esitli basing yiiklerine karsi kemigin
dayanma giiciinli arttirmast nedeniyle oOnemlidir (Currey, 2002; Ortner and
Turner-Walker, 2003). Kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin ig

kisimlari ile yass1 kemiklerin i¢ yiizlerinde bulunur (Hochmeister et al., 1991).

Insan kemigi iki tip kemikten olusmaktadir:
Kompakt ve stingerimsi kemik. Kompakt (kortikal)
kemik serttir ve kemigin diginda bulunur. Kemigin
i¢c kisminda bulunan siingerimsi kemik trabekiiler
kemik olarak da adlandirilir ve kemik spikiillerinin
diizenlenmesiyle olusur. Kortikal kemik, kan
damarlar1 ve sinirlerden olusan Havers kanallarini
icermektedir. Havers kanallari, Havers sistemlerine

dik uzanan Volkmann kanallar1 ile birbirine baglanir

(LiR.C., 2009).

Sekil 2.1. Kompakt ve siingerimsi kemigin sematik gortiniimii.



2.1.4 Kemik zarlan

Kemik dis ve i¢ ylizeylerini Orten periosteum ve endosteum adli zarlarla
cevrilidir (Guyton and Hall, 2003).

Periyosteum, vaskiiler konnektif bag dokusundan yapili olan bu tabaka
eklem yiizeyleri hari¢ tim kemigi sarar. Kemige desteklik saglamada,
beslenmede, tamirinde, gelisiminde biiyiik 6nemi vardir. Yapisinda kolajen ve
elastik lifler bulunur ve ligament, tendon ve eklem kapsiillerinin yapismasina
olanak verir. Kanlanmasi iyi iki tabakali bir zardir. D1s tabaka, daha ¢ok sik1 bag
dokusu yapisindadir ve fibroz tabaka da denir. Metabolizma igin gerekli olan
damarlar1 ve lenfatikleri i¢erir. Buradan uzanan kolajen fibriller periostu kemige
baglar ve bu fibrillere Sharpey fibrilleri denir. I¢ tabaka ise, gevsek bag
dokusunda olup hiicreden zengindir ve osteojenik tabaka olarak bilinir. Bu
hiicreler pluripotent hiicre 6zelliginde olup kirik iyilesmesinde ve kemigin enine

biliylimesinde onemlidir.

Endosteum, kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemlerini
kaplayan, tek katli osteojenik hiicreden olusan ince bir retikiiler bag dokusudur ve
periyosteumdan incedir. Osteojenik 0zelligi olmasinin yaninda hematopoetik
hiicre yapabilme 6zelligi de vardir. Kemigi saran bu zarlar kemigin beslenmesi,

biiylimesi ve onarimi i¢in gerekli olan osteoblast yapiminda gorevlidir.
2.1.5 Kemiklerin simflandiriimasi

Kemikler dis goriinlis ve formlarina gore incelenirler (Ortner and Turner-
Walker, 2003):

Uzun kemikler, femur, tibia ve humerusta oldugu gibi kalin duvarl tiibiiler
yapida olan diafiz ve diafizin her iki tarafinda bulunan genis yapida metafiz ve
epifizden olusur. Diafizin kalin kortikal duvari metafize dogru incelir ve genisler.
Bu kemiklerin govdelerinin i¢inde bir bosluk vardir. Bosluk i¢inde ise kemik iligi
bulunur. Kemik iliginin rengi g¢ocuklarda kirmizi, yashlarda ise kahverengi

goriinlimdedir.

Kisa kemikler, ozellikle el ve ayak iskeleti igerisinde bulunurlar ve
yaklasik olarak ayni boylara sahiptirler (Sekil 2.2). Sik1 yapida ince kompakt bir

tabaka ile sarilmig, biiylik bolimii olusturan siingerimsi kisimdan meydana



gelmiglerdir. Diafiz ve epifiz kisimlar1 ayirt edilemez ve kiip veya prizmatik

sekillerde bulunurlar.

Yass1 kemikler, yass1 ve genis bir olusum gosteren bu kemikler
digerlerinden daha kisa olup tek boyuta sahiptirler. Kiirek kemigi (scapula), kafa
tast kemikleri ve legen (pelvis) kemikleri, bu grup i¢in 6rnek olarak verilebilir.
Yassilasmis durumda ve siki yapida iki tabaka ile, bu iki tabaka arasinda

siingerimsi bir boliimden olusur. iki dis tabaka saglam ve kompakt bir yapidadir.

Sekil 2.2. Kemik ornekleri. Sekilde kisa ve yassi kemik 6rnekleri goriilmektedir. Kirilmis olan

uzun kemikte ise diafiz ve epifiz kisimlar1 goriilmektedir.
2.2 Antik Kemikler ve Materyal Secimi

Kemikler arkeolojik kayitlarin en temel bilesenidir ve antik DNA kaynagi
olarak yaygin kullanimi vardir. Kaestle and Horsburgh (2002) arkeolojik kazi
alanlarindan elde edilen DNA’larin kullanim alanlarin1 6zetlemislerdir (Cizelge
2.2). Genellikle biiylik felaketlerden sonra ve uzun siireden beri O6lii olan
bireylerin tanimlanmasinda sadece iskelet kalintilar1 kurtariimaktadir. Ozellikle
disler ve kemikler kacinilmaz suretle DNA analizi i¢in kalan materyallerdir. Bu
dokular ¢evrenin ve zamanin hasar etkisine karsi etkin bir direng gosterebilirler
(Hagelberg and Clegg, 1993). Kemigin yaklasik %70°1 kadarinin hidroksiapatitten
olusmasinin, kemige fiziksel bir bariyer ve DNA’nin osteositler i¢inde
korunmasini saglamasi agisindan fayda sagladigina inanilir (Colson et al. 1997).

Ayrica kemik matriksinin yogun kristal agregatlar1 ya da DNA’nin
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hidroksiapatit/kollajen’e adsorpsiyonunun, stabilizasyon sagladigi ve disaridan
gelecek DNA’lara karst ekstra koruma sagladigi kabul edilmistir (Poinar et al.,
1996). Kemiklerin korunma durumu zamanla igeriginin stabilitesine gore
Mikrobiyal

korunumu, kemik mineral kristalinitesindeki degisiklikler gibi faktorler kemigin

degismektedir. par¢alanma, gdzenekliligin degismesi, kolajen
yeni olusumunu etkilemektedir (Collins et al., 1999). Kemik dokusunun histolojik
yapisinin disaridan gelecek DNA’lara karsi koruma saglamasina ragmen, kemik
dokusundan DNA verimi genellikle diisiliktiir. Bunun nedeni mineralize matriks
icinde kismen en diisiin yogunlukta osteositlerin olmasi olabilir (Weiner et al.,
1980). Bu kompleks yap1 arkeolojik kemiklerden DNA ekstraksiyonunu oldukca
zorlamaktadir. Antik DNA’nin korunmasi i¢in kullanigh ve pratik olan bir¢ok

yaklagim zaman igerisinde denenmistir (Weiner and Wagner, 1992).

Cizelge 2.2. Gegmis donemlere ait DNA’larin antropolojik uygulama alanlar1 (Kaestle

and Horsburgh, 2002).
Uygulama Icerik Gosterge
Genetik cinsiyet Evlilik ve gomme desenlerini belirleme, cinsiyetler Cinsiyet
arasinda 6liim diizeyini saptama; cinsiyetler arasindaki kromozomlar1
hastalik, beslenme, konum ve mal edinme 6zellikleri isaretleyicileri
Insan olmayan Avlanma ve beslenme desenlerini saptama; hayvan ve ~Mitokondriyal,
DNA’lar bitkilerin evcillestirilme siirecinin anlagilmasi; ¢evre kloroplast ve
tanimlama; insanlara yakin yasayan hayvanlarin otosomal® DNA
saptanmast; tarth Oncesi ve tarihsel hastaliklarin
izlenmesi.

Ana ve babaya

Sosyal yapinin, konumun, evlenme desenlerinin, Sli

Mitokondriyel ve

ait akrabalik gomme torelerinin ve goclerin saptanmasi cinsiyet kromozom
DNA’lar1
Niifus Tarih Oncesi niifus hareketleri, gruplar arasinda ata- Mitokondriyel,
devamliligi ve torun iliskileri, eski kavimler arasinda ata-torun cinsiyet kromozom,
yer degisimi iligkileri, eski kavimler arasinda benzer/farkli otosomal DNA
morfolojik veya kiiltiirel kalintilarla  iliskilerin
saptanmasi
Evrimsel Tiirlerin evrim desenleri ve giiniimiiz insanin kdkenleri ~ Mitokondriyel,
stirecin cinsiyet kromozom
canlandirilmasi ve otosomal
DNA’lar

*Cinsiyet fark etmeksizin her iki cinste de yer alan kromozomlar. Insanlarda 22 adet otosomal
kromozom vardir. Bunlara ek olarak X ve Y olarak tanimlanan cinsiyet kromozomlari yer alir.
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Iskelet kalintilarindaki DNA’nin korunma diizeyi degisken olabilir ve tam
bir DNA profili eldesindeki basar1 analiz i¢in mevcut kemik tipine gore biiyiik
Olclide degismektedir. Yogun femoral bolgeler ve bozulmamis digler optimum
kaynaklardir. Buna ragmen kafatasi ve omur kemikleri daha diisiin oranlarda
verim gostermektedirler. Agirlik tasiyan bacak kemiklerinin yogun kompakt
kemikleri (%87 femur), kollarin uzun kemiklerine (%46 humerus, %25 radius,
%23 wulna) kiyasla DNA ekstraksiyonunda daha yiliksek verimde basari
gostermektedir. DNA profilleme basar1 oranlart iskelet kalintilarinin segimine
gore degismektedir (Milos et al., 2007).

Kemik dokusu, DNA ekstraksiyonu i¢in en ilgi ¢ekici, zaman alic1 ve is
giicli yiiksek olan biyolojik materyaldir. Bu tamamen DNA ekstraksiyonundan
Once 6rnegin hazirlanmasi ve PZR inhibitorlerinin varlhigr ile ilgilidir (Alonso et
al., 2001).

2.2.1 DNA eldesinin basarisini etkileyen faktorler

2.2.1.1 Cevresel hasarlar

Biyolojik ayrigsmanin derecesi temel olarak iki faktore baglidir: siire ve
cevresel kosullar. Adli ornekler genellikle numunenin korunma derecesini
etkileyen sert ¢evre kosullarina maruz kalmaktadir. Hiicrenin dliimiinden sonra
DNA ayrigmaya baglar. Sicaklik, nem ve pH gibi ¢evresel kosullar bozulma
oranini ve ayrismanin sertligini modifiye ederken, ayrisma islemi zamanla birikir.
Yangin, suda kalma, topraga gomiilme ve mikrobiyal istila, DNA’nin ayrigmasini
ve kalintilarin dekompozisyonunu etkileyen unsurlardir. Cevresel kosullar
DNA’nin ger¢ek yasindan ¢ok DNA’nin kalitesini dogrudan etkilemektedir. Bu
nedenle DNA c¢alismalarinin giivenilirligi DNA tasiyan dokunun korunma 6zelligi
ile birlikte artmaktadir. Sicaklik ve nemde meydana gelen artis mikrobiyal saymin
biliylimesine ve DNaz aktivitesinin artmasina neden olmaktadir. DNA hasar1 bu
faktorlerden birinden ziyade kombinasyonunun bir sonucudur (Burger et al.,
1999).

2.2.1.2 DNA hasan
Yapisal modifikasyonun bazi formlar1 ve DNA hasari, belirli bir kaynaga

maruz kaldigi i¢in hasar gorenlerin haricinde genellikle dogaldir. Kaynagi ne

olursa olsun DNA hasar1 onemli o6l¢iide PZR amplifikasyonunu koti
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etkilemektedir. DNA hasarmin oksidasyon, hidroliz, primidin dimerleri, sitozin
deaminasyonu, DNA-DNA ve DNA-Protein capraz baglanmasi gibi formlari
bulunmaktadir. Bu ¢esitli formlardan, oksidasyon, hidroliz ve primidin dimerleri

adli orneklerde ortak olarak bulunmaktadir.

Oksidasyon

Serbest radikaller tarafindan meydana gelen oksidatif hasar bazlarin
modifiye olmasina neden olur. DNA bazlarindaki oksidatif saldirinin en 6nemli
yeri parcalanmaya yol acan hem primidinler hem de purinlerin imidazol
halkalarindaki karbon-karbon ¢ift baglaridir. Hasar, seker kalintilarindaki
modifikasyonu, sitozin ve timinin hidantoinlere doniisiimiinii, bazlarin ve ¢apraz
baglarin ¢ikarilmasini igerir. Siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tiirleri, iyonlagtirict radyasyon ya da oliim sonrast dokuda kolonize olmus
anaerobik bakterilerin mikrobiyal metabolizmasi tarafindan olusturulur. Oksidatif
baz iriinleri PZR sirasinda standart Taq DNA polimeraz, lezyonlar

atlayamayarak replikasyonu engeller (Alaeddini et al., 2010).

Hidroliz

DNA hasarindaki en hassas bag, deoksiriboz omurgasina baz baglayan N-
glikozil bagidir. Bu bagin hidrolizi, bazin, sonunda bir ¢entik olusturan
apiirinik/aprimidinik (AP) bolgeyi birakmasi kaybiyla sonuglanir. Reaktif tiirlerin
H,0 olmasi nedeniyle, nemli ¢evre kosullarina maruz kalan adli 6rneklerin biiyiik
¢ogunlugunda bircok AP bolgesi birikir. Hidroloitik ayrilma ve oksidasyon 1s1 ve
nem ile birlikte artar. Bu tiir durumlara genellikle selden, tsunamiden ve tropik
iklimlerde suya gomiilii bolgelerdeki kurbanlarin kurtarilmas: gibi dogal ve

kitlesel afet durumlarinda rastlanir (Bruskov et al., 2002).

Tipik PZR polimerazlarinin AP boélgelerinde oyalanmalar1 sonraki
replikasyonu engeller. AP bolgeleri tek zincirde kirilmalar olusturarak ¢entikleri
bozar. Eger bu tek zincirdeki kirtlma 10-20 baz ¢ifti bir mesafede iki zincirde de
meydana gelirse, ne bazlar arasindaki hidrojen baglari, ne de kromatin yapisi
baglar1 bir arada tutmaya yetecek kadar gii¢lii degildir ve ¢ift zincirin kirilmasi ile
sonuclanir. Cogalmanin kismi ya da tam bozulmasina neden olabilir. Sulu ortamin
pH’s1 da, asitle katalize depiirinasyon oraninin zincirin kirtlmasini baglatmasinin

pH’ya bagimli olmasiyla, DNA hasarinin derecesini etkiler (Lindahl et al., 1972).
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Dehidrasyon DNA’y1 hasara karst korumanin 6lgiilmesini saglar. Bunun
DNA’nin konformasyonel durumundaki deg§isim, normal hiicresel kimyasinin
azalmas1 ve mikrobiyal biliylimeden kaynakli hasar nedeniyle oldugu ileri
siirilmiistiir (Ballantyne, 2006).

Hidroliz ve oksidasyon, zincir kirilmasi, bazsiz bolgeler, kodlanmayan
boliimler ve capraz baglanmalar1 igeren kemigin yeni olusumunda en fazla 6ne
c¢ikan biyokimyasal proseslerdir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Oliim sonrast DNA hasarinin potansiyel hedefleri (Salamon M., 2005).

Ultraviyole 1sin maruziyeti

Primidin dimerleri, DNA ultraviyole 1s18a maruz kaldiginda capraz
baglanan birlesik timin (T) ve sitozin (C) bazlarinin bir ¢iftidir. Fotokimyasala
maruz kalma, PZR sirasindaki replikasyonu tutuklayan ve DNA polimerazi
oyalayan C=C ya da T=T ¢ift baglarindaki lokalize reaksiyon tarafindan kovalent
baglarin olusumunu uyarir. Piirin ve pirimidin oksidasyon iiriinleri gibi diger 151n-

zararlar1t UV maruziyetinde olusur (Chandrasekhar, et al., 2000).

Mikrobiyal par¢alama

Mikrobiyal fauna ve flora (mantar, kiif ve alg dahil) kolonizasyonu bir sug
mabhalli ya da kitlesel afetten kalan iskelet materyalindeki ortak kontaminantlardir.
Mikrobiyal biiylimenin DNA hasarina belirgin bir sekilde neden oldugu
gosterilmistir. Jackes ve ark (2001), tarama elektron mikrokobuyla (SEM)

yaptiklart  ¢aligmalarda  gomiilii  kemiklerdeki  bakteriyel  bozulmalar
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saptamiglardir (Sekil 2.4). Arastirmacilar, bu bozunumlarin en iyi SEM
caligmalariyla tanimlanacagim1i kimyasal analizlerin su ve toprak katkilar
nedeniyle aykiriliklar gosterecegini ileri siirmiislerdir. Mikroorganizmalar, reaktif
oksijen tiirleriyle cift zinciri kiran DNA hasarinmi baglatan parcaliyict enzimler
salgilarlar. Mikrobiyal metabolizma {riinlerinin DNA zincirini 25 kat daha
arttiran bir oranda kirdigir gosterilmistir (Lindahl et al., 1972). Is1 ve nem
mikrobiyal biiyiimeyi tetikler ve boylece cevresel faktorlerin 6rnegin ve 6zellikle

DNA’nin korunumunda énemli bir rol oynadigi sdylenebilir.

Sekil 2.4. Kemiklerde bozunmaya neden olan bakteriler (Jackes et al., 2001)

2.1.1.3 DNA bozulmasi

DNA bozulma mekanizmalar1 farkli olabilirken, sonu¢ her zaman daha
kiigiik ve kiiclik pargalara bozularak ¢ift sarmalin parcalanmasidir. Bu DNA
cogaltmasini zorlastirir ve sonug olarak kismi ya da hi¢cbir DNA profili elde
edilemez. DNA ¢esitli bigimlerde hasara maruz kalabilir ancak tek ve ¢ift zincir
kirilmasiyla olusan hasarin bozulmus 6rneklerdeki kismi DNA eldesinin en biiytlik
nedeni oldugu diisiiniilmektedir. DNA fragment uzunlugunun ortalama 300 baz
ciftinin altina diiser ve ¢ogaltma i¢in uygun bir DNA kalibinin olmayis1 nedeniyle
genetik bilgide 6nemli bir kayip meydana gelir (Bender et al., 2004).

Oliimden sonra, oksijen ve besin igeren kan dokulara perfiize olmaz ve
hiicresel adenozin trifostfat (ATP) tiretiminde bir diislise yol acar. Hiicre i¢indeki
ATP seviyesi, bir hiicrenin 6limden sonra maruz kalacag: iki siireci belirler:
apoptoz veya nekroz. Apoptoz enerji bagimli, plazma membraninin kaybi ve
sitoplazmanin yogunlagmasiyla karakterize edilen programlanmis hiicre 6limiidir

ve endojen endoniikleazlarin aktivasyonu ile DNA’nin yaklasik 180 baz cifti
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oligomerine yogun bir sekilde pargalanmasini saglar (Jennings et al., 1975).
Nekroz, artmig hiicre hacmi, sismis organeller ve kromatin yogunlagsmasini igeren
pasif bir metabolik ¢okmedir. Membranlarin parcalanmasi ve organellerin
bozulmasimi takiben salgilanan lizozim enzimleri, rastgele bir DNA bozulma
modeli olusturur. Hiicre 6liimii ¢esidi ne olursa olsun, endojen enzimler tarafindan
kiigiik uzunluklara pargalanarak, genetik analizler i¢in saflastirmada ¢ok yiiksek
oranda bozulmus DNA numuneleri olusturur. Bu bozulma islemi, sicaklik, oksijen

seviyesi ve mikrobiyal aktivite gibi faktdrlerden etkilenir (Alaeddini, 2012).

2.2.1.4 PZR inhibitorleri

Bir ornekte engelleyici ajanlarin bulunmasi, PZR ¢ogalmast i¢in bir zorluk
olusturabilir. Yeterli miktarda DNA oldugunda ¢ogalmanin olmamasinin en
biiyiik nedeni PZR inhibisyonudur (Boom et al., 1990). Ornekten gelen PZR
inhibitdrleri (tekstil boyalari, topraktan humik asit, mikrobiyal DNA) hedef DNA
ile birlikte ekstrakte edilebilir ya da halihazirda 6rnegin kendisinde var olabilir
(kemikteki yag asitleri, kandaki hem, sactaki melanin). Fenolik bilesikler ve
hiimik/fulvik asit anyonik karakteri DNA ile benzer olan ve nikleik asit
saflastirmasi sirasinda birlikte ¢oken ya da niikleik asit ya da proteinlere kovalent
olarak baglanabilen kompleks organik molekiillerdir (Techer et al., 2010). Biitiin
antik DNA’lar bu molekiiler hasar ve kontaminantlara maruz kalmaktadir.
Inhibitdrler primerleri, ekstraksiyon sirasinda hiicre lizisini negatif olarak
etkileyebilir ya da polimeraz aktivitesini azaltabilir. Bu yiizden
kontaminasyon/inhibisyonu azaltan ve engelleyen stratejiler gelistirilmek
zorundadir. PZR inhibisyon etkisinin iistesinden gelmek i¢in gelistirilen stratejiler,
ekstraktin seyreltilmesi, daha fazla Taq DNA polimeraz eklenmesi, numunenin

temizlenmesini (spin kolonlar araciligiyla) saglamadir (Yang et al., 1998).
2.2 Antik DNA izolasyon Yontemleri

Deoksiriboniikleik asit (DNA), tiim organizmalar ve bazi viriislerin canlilik
islevleri ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli olan genetik bilgileri tagiyan bir
niikleik asittir. Adli bilimciler DNA’y1 olay yerinde bulunmus kan, kan lekesi,
semen, sa¢ kokleri, kemikler, tiikiiriik, deri epitelyum hiicresi gibi bir¢ok c¢esit
ornekten izole edebilirler. Genel olarak genomik DNA ekstraksiyon protokolii,
hiicre membraninin pargalanmasi ile baglar, ardindan hiicrenin lizisi, protein
denatiirasyonu ve DNA’nin denatiire deoksiniikleo proteinlerden ve diger hiicresel

bilesenlerden ayrilmasi ile sonuglanir. DNA izolasyonunda temel amag;
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ortamdaki inhibitorlerin ve niikleazlarin giderilmesi, maksimum miktarda ve
kalitede DNA elde edilmesidir (Saiki et al., 1985).

Antik kemik numunesinden DNA izolasyonu i¢in Once kontaminasyonu
minimize etmek igin kemik 6rneklerinin hazirlanmasi en 6nemli adimdir. Ornegi
sodyum hipoklorit, etanol, dH,O, ve/veya DNaz ile yikama, UV 1sinlama, kemik
ylizeyinin fiziksel olarak uzaklastirilmasi, biitiin kemik parcasinin toz haline
getirilmesi gibi birgcok method aDNA arastirmacilari tarafindan kullanilmaktadir.
Ne yazik ki kontaminasyonu engellemek icin yapilan bu girisimlerden bazilari
modern DNA kontaminasyonuna neden olarak onu “antik” gibi gosterebilir
(Poinar H.N., 2003).

DNA izolasyonu ig¢in bir¢ok uygulanabilir metot bulunmaktadir. Hangi

metotun kullanilacaginin se¢imi 6rnek tipi ve miktar1 gibi faktorlere baglhdir.
2.2.1 Konvansiyonel izolasyon yontemleri

2.2.1.1 Fenol-kloroform vontemi (organik ekstraksiyon)

Fenol-kloroform yontemi molekiiler biyolojide genis kullanim alani
bulmaktadir. Bu yontemde seri bir sekilde kimyasallarin eklenmesiyle protein
komponentleri uzaklastirilarak niikleik asitler saflagtirilir. Temel olarak fenol
kloroform ekstraksiyon yonteminde; fenol proteini baglar ve etkili bir sekilde
denatiire eder. Kloroform ise fenolii baglar. Daha fazla proteini ortamdan
uzaklagtirmak i¢in, organik ¢ozeltileri kullanmadan once sodyum dodesil siilfat
(SDS) ve proteinaz K kullanilarak hiicre duvarininin kirilmasi ve proteinlerin
bozulmasi saglanir. Fenol, proteinleri etkili bir sekilde denatiire edebilir ancak
RNazlarin aktivitesini tamamen engelleyemez. Bu nedenle
fenol/kloroform/izoamil alkol karigiminin kullanilmasi 6nerilmektedir (Green and
Sambrook, 2012).

DNA, sulu-organik karisimin sulu kisminda daha ¢6zilinebilir haldedir (Sekil
2.3.1) Santrifiijlendigi zaman istenmeyen proteinler ve hiicresel atiklar sulu
fazdan uzaklastirilir ve ¢ift zincirli DNA molekiilleri analiz i¢in temiz bir sekilde
transfer edilebilir. Fenol/kloroform yonteminde farkli materyaller i¢cin denenmis,
degisik protokoller vardir. Temiz bir DNA izole etme basarisina karsin bu
metodun bircok dezavantaji bulunmaktadir. Bu yontemle protein dist

kontaminantlardan uzaklastirma saglanamamaktadir. Fenol benzen halkasina OH
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molekiiliiniin baglanmasiyla olusan bir kimyasaldir. Iyi bilinen bir kanserojen
olmasinin yani sira son derece asindiricidir ve ciddi yaniklara neden olabilir.
Kimyasal adi triklorometan olan kloroform ise yaglari ¢6zen ve toksik etkisi
yiiksek bir maddedir. Karacigere verebilecegi hasarlarla bilinmektedir. Bu nedenle
fenol ve kloroform hem DNA’nin bozulmasina neden olabilir hem de kullaniciya
zarar verebilir. Ayrica fenol kloroform ekstraksiyonunun ¢ok basamakli bir metod
olmasi dolayisiyla DNA miktarinin azalmasina neden olurken kontaminasyon
olugma riskini de arttirmasi agisindan uygulamasi zor bir yontemdir (Cattaneo et
al., 2000).

2.2.1.2 inorganik metot

Inorganik izolasyon ortamdaki sodyum kloriir, lityum kloriir gibi tuzlarm
atimiyla proteinlerin parcalanmasi esasina dayanmaktadir. Bu yoniiyle organik
ekstraksiyona benzerlik gostermektedir. Genelde kandan ve sitolojik 6rneklerden
yapilacak olan analizler i¢in kullanilmaktadir. Fenol/kloroform teknigine gore
daha basit, hizli, ucuz ve toksik olmayan bir yontemdir. Ancak PZR inhibitorlerini
uzaklagtiramadigi gibi proteinlerin biiylik ¢ogunlugu da izolatin iginde
kalabilmektedir (Rohland and Hofreiter, 2007b).

2.2.1.3 Chelex® izolasyonu

Chelex® 100 metodu adli topluluk tarafindan benimsenmis ilk izolasyon
tekniklerindendir. Bu yontem aktif reaktifin inorganik substrata baglanmasi ve
PZR inhibitorlerinin uzaklastirilmasi temeline dayanir. Chelex iminodiasetat iyon
cifti iceren kopolimerle beraber sitrindivinil benzenden olusan bir reginedir. Bu
recinenin Mg+2 gibi polivalent metal iyonlarina ¢ok yiiksek afinitesi vardir ve bu
iyonlar1 c¢oktiirerek c¢ozeltiden etkin bir sekilde uzaklastirilmasini saglar.
Selatlastirict gruplar divalent iyonlar i¢in ¢ok segicidirler ve siradan iyon degis

tokuslari i¢in uygun degildir.

Izolasyon prosediirii basittir (Sekil 2-5). Birgok protokolde kan gibi
biyolojik ornekler %35 Chelex® 100 siispansiyonu ile 56°C’de 30 dakika
karistirilir. Proteinaz K siklikla bu agamada eklenir. Hiicrelerin kirtlip DNA’nin
disar1 salinmasi i¢in 100°C’de 8-10 dakika kaynatilir. Kaynama islemi siiresince
chelex’in varliginda, iyonik kuvveti diisiik olan cozeltilerde yiiksek sicaklikta,
selatlastirict metal iyonlarinin katalizorliigiinde DNA’nin kirilmasi ve bozulmasi

onlenir. Daha sonra Chelex® 100 reginesi pellet haline getirmek igin santrifiijlenir
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ve denatiire olmus proteinler tiipiin dibinde kalir izole edilen DNA ise sulu

kisimda bulunmaktadir.

Chelex® 100, sa¢, seminal leke, tiikrilk ve post-koital drneklerden DNA
izolasyonu i¢in kullanilir. YoOntemin en biiylik avantaji fenol/kloroform ile
karsilagtirildigi zaman hizl, basit, maliyeti digsiik, zararsiz ve tiip transferi
icermeyen bir yontemdir. Chelex reginesi kontaminanti uzaklastirir, alkali pH

hiicre zarini pargalar ve sonugta DNA serbest kalir (Walsh et al., 2013).
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Sekil 2.5. Konvansiyonel izolasyon yontemleri

2.2.1.4 Silika yontemi

Silika jel yontemi olarak bilinen bu yontemde guanidium izotiyosiyanatin

pozitif yiiklii amin gruplar igeren ucuna DNA, diger ucuna da silika parcaciginin
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baglanmasi esast bulunmaktadir. Guanidium izotiyosiyanat hiicre pargalayici
olarak kullanilmaktadir, ayrica hiicrelerin parcalanmasi ile agiga ¢ikan RNA’ nin
degredasyonunu engelleyen bir yapidadir. DNA’nin silikaya baglanmasi
sonrasinda birkag defa yikanarak protein ve istenmeyen komponentler
uzaklagtirilir. PZR inhibitorleri de ortamdan uzaklastirilmaktadir. Bu sayede DNA
ortamdan uygun miktar ve kalitede elde edilebilir. Kontaminasyonun ¢ok yiiksek
oldugu durumlarda ve/veya farkli iyon degisimleri varsa DNA’nin silikaya
baglanmasi engellenebilir ya da DNA asir1 derecede pargalanmis oldugundan (100
baz ciftinden az) pozitif sonu¢ alinamayabilir. Yiiksek molekiil agirlikli DNA’y1
geri almak icin tercih edilen en uygun yontemlerden birisidir (Rohland and
Hofreiter, 2007b).

2.3.2 Ticari DNA izolasyon Kkitleri

Dogrudan DNA etkilesim yoOntemini temel alan ticari kitlerin kullanimi1
giderek artmaktadir. Bu kitlerde ¢ok az miktarda materyal kullanilmasiyla sonuca
ulagilabildiginden adli bilimler i¢in kullanilmasi uygun ve giivenilirdir. Kullanilan

prtokollerle ilgili ayrintili bilgiler kit kutularinin i¢inde yer almaktadir.

2.3.2.1 OIAamp® izolasyonu

QIAamp” (QIAGEN, CA, ABD) DNA izolasyon kitleri, adli 6rneklerde ok
genis bir kullanim alani bulmaktadir. QIAamp® membrani, DNA’nin negatif
yiikli fosfati ile etkilesime giren DEAE (dietil amino etil) regineli silika kolon
bazli bir membran olup hiicreler pargalandiktan sonra DNA’y1 diger hiicresel
iceriklerden ayirir. Safsizliklar orta iyonik kuvvetteki buffer yardimiyla kolondan
yikanir. DNA kalintist yliksek tuzlu buffer ile eliie edilene kadar bagh
kalmaktadir. Daha sonra temiz DNA tiiplin dibinden elde edilebilmektedir
(Sinclair and McKechnie, 2000) .

2.3.2.2 DNA 1Q"" sistemi

Ticari olarak mevcut olan DNA IQ" izolasyon sistemi (Promega
Corporation) ile 6l¢iim i¢in yeni bir yaklagim kullanilmaktadir. Bu metot tuzla
coktiirme ve silikaya baglanma temelini kullanir: ¢ok belirgin miktarda silika
kapli boncuklar ekstraksiyone eklenir ve bu baglanma DNA’nin maksimum
miktaridir. Ekstraksiyon ve dl¢iim islemini kombine etme avantajina sahip olan bu

yontem, insana spesifik olmamas1 dezavantajina sahiptir (Goodwin et al., 2007).
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2.4 Mikrodalga Ekstraksiyon Yontemi

1970’lerin sonunda analitik laboratuarlarinda kullanilmaya baslayan
mikrodalgalar, yiliksek frekansh elektromanyetik dalgalardir (0.3-300 GHz).
Dogal iirlinlerde 2.5-75 GHz’de ekstraksiyon islemi gergeklestirilmektedir.
Mikrodalga ekstraksiyonunun temel olarak diger konvansiyonel ekstraksiyon
yontemlerinden farklidir. Ciinkii hiicre yapisinda elektromanyetik dalgalarla
degisiklik olusturmasi sonucu ekstraksiyon meydana gelmektedir. Mikrodalga
ekstraksiyonda islem iki transport olaymnin sinerjistik bir kombinasyonu sonucu
hizli ve iyi verimlerde sonuclanmaktadir: 1s1 ve kiitle farkliliklar1 ayni yonde
caligmaktadir (Perino-Issartier et al., 2011). Halbuki geleneksel ekstraksiyonlarda
kiitle transferi igeriden disariya dogru olurken, 1s1 transferi igeriden dis ylizeye

dogru meydana gelmektedir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6  Dogal iirlinlerin mikrodalga ve konvansiyonel ekstraksiyondaki temel 1s1 ve kiitle

transfer mekanizmalar1 (Perino-Issartieret al., 2011).

Mikrodalga enerjisinin etkinligi biiyiilk oranda ¢oziiclinlin igerigine,
materyale ve uygulanan mikrodalga giicline bagli olarak degismektedir. Polar
molekiiller ve iyonik tiirlerin bulundugu durumlarda daha hizli bir enerji

yayilmasi ger¢eklesmektedir.

Ekstraksiyon islemi boyunca, ekstraktin geri kazanim hizi dogrusal degil
zamanin bir fonksiyonudur: kat1 dagilim i¢indeki erimis madde konsantrasyonu
duragan olmayan ya da kararsiz duruma neden olmaktadir. Etkilesim siiresi

boyunca kati igerikli madde ile ayirma gercekltestiren ¢oziicii arasinda bir seri
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olgusal adimlar meydana gelmelidir. Bunlar; (1) solventin kat1 matriks igerisine
penetrasyonu, (2) c¢oziiniirlestirme ve/veya bilesenlerin parcalanmasi, (3) kati
matristen ¢dziinenin taginimi, (4) bulk ¢ozelti igine cismin dis yiizeyinden gelen
¢Ozlinmiis maddenin gocii, (5) kati ile iliskili olarak ekstraktin hareketi, (6) kat1 ve

ekstraktin seperasyonu ve bosaltilmasi.

Bu nedenle, solvent, diflizyonla (etkin) kati madde igerisine penetre olur ve
cOziinen, katt maddenin O&zellikleri tarafindan sinirlandirilmis konsantrasyona
ulagincaya kadar ¢oziliniir. Coziinmiis maddeyi igeren ¢ozelti, etkin difiizyon ile
ylzeye yayilir. Son olarak, dogal veya gii¢clendirilmis konveksiyonla, ¢ozelti
ylizeyden bulk ¢ozeltiye transfer olur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Ekstraksiyon islemlerinde zamana karsi verimin sematik olarak gdsterilmesi (Raynie,

2000).

Ekstraksiyon islemi {ic farkli asamada gerceklesir: c¢oziindiirme ve
parcalanma olaylarini igeren bir denge fazi, arada bir diflizyona gecis faz1 ve son
olarak difiizyon fazi. Gegis fazinda sivi-kat1 ara ylizeyinde kiitle transferine olan
direncin bagladig1 goriilmektedir. Son asamada ise ¢oziinen bu etkilesimlerin
istesinden gelerek matrikse baglanir ve ¢oziicii solvent igerisine diflize olur.
Ekstraksiyon orani bu asamada diisiiktiir ve diflizyon mekanizmasi tarafindan
ekstraktin atilimiyla belirlenir. Bu nokta ekstraksiyon islemi ig¢in geri
dontstiiriilemez bir adimdir ve genellikle sinirlayict asama olarak bilinmektedir
(Papadakis et al. 2006).
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Ekstraksiyon siiresi boyunca fizikokimyasal etkilesimler ve iligkileri
(dispersiyon kuvvetleri, interstisyel diflizyon, itici giicler ve kimyasal
etkilesimler) gibi bir¢ok kuvvet ve ¢oziicliniin 6zellikleriyle siki iligkili olarak bu
olaylarin dayaniklilik ve mukavemeti (¢6ziindiirme giicii, su i¢inde ¢oziniirliik,
saflik, polarite vb.) bulumaktadir (Routray and Orsat, 2011).

2.4.1 Mikrodalga destekli ekstraksiyon uygulama alanlar

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, geleneksel ekstraksiyon yoOntemlerine
gore kisa siire, daha az solvent, yiiksek ekstraksiyon orani ve diisiik maliyetle
daha verimli bir iiriin sunmasi nedeniyle ¢ok cesitli kullanim alanlari
bulabilmektedir. Siv1 6rnekler i¢in de uygun olabilmesine ragmen ¢ogunlukla kati
numuneler kullanilmaktadir. Genellikle g¢evre analizlerinde kullanilmaktadir.
Tortu ve topraklardan, hidrokarbonlar, polikloro bifeniller ve organoklorlu
pestisitlerin ekstraksiyonlar1 ¢alisilmistir (Thompsonet al., 2002). Zaman, sicaklik,
basing ve nem igerigi gibi degiskenlerin ekstraksiyon verimine etkisi
aragtirllmistir.  Mikrodalga destekli ekstraksiyon gida analizlerinde de
kullanilmistir. Portakal kabugundan atrazin ve organofosforlu pestisitlerin tayini
(Bouaid et al., 2000), susam tohumlarindan insektisit ekstraksiyonu (Papadakis,
2006) gibi islemler literatirde bulunmaktadir. ilag ekstraksiyonu icin de
mikrodalga ekstraksiyonu kullanilmistir (Franke et al., 1996). Birka¢ adli vakada
kemik dokusundan pen-tobarbital, ketamin, diazepam gibi ilaglarin tayinine
yonelik caligmalar yapilmistir (Desrosiers et al 2009). Terpenler, alkoloitler,
keratinoidler gibi dogal firiinlerin ekstraksiyonu icin de bu yontem
kullanilabilinmektedir (Kiss, et al., 2000). Niikleik asit ekstraksiyonuna yonelik
ise literatlirde mikrodalga ekstraksiyonu kullanilarak gergeklestirilen gevresel
ornekler, aktinomisetler ve arpa taneleri gibi numuneler bulunmaktadir (Orsini et
al., 2001, Ping et al., 2003, Saini et al., 1999).

2.5 Karakterizasyonda Kullanilan Yontemler

2.5.1 DNA’nin saflik ve miktar tayini

DNA, RNA, oligoniikleotidler ve hatta mononiikleotidler sivi soliisyonlar
icinde, ultraviyole 1s18in altinda sahip olduklar1 absorbsiyon A (optik yogunluk,
OD) iizerinden dogrudan &lgiilebilir. Ornek saf oldugunda (protein, fenol gibi
kontaminantlar1 ¢ok diisitk miktarlarda oldugunda), niikleotid bazlar1 tarafindan
absorbe olan ultraviyole radyasyonun miktar1 spektrofotometrik olarak basit ve

dogru bicimde oOlgiilebilir. Kontaminantlarin varligi, oran hesaplamasi ile ayirt
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edilebilir. Niikleik asitlerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu A260’dir.
Proteinlerin maksimum absorbans verdigi dalga boyu A280’dir. Karbonhidratlar,
peptitler, fenoller veya aromatik bilesikler gibi maddelerin maksimum absorbans
verdigi dalga boyu ise A230’dur (Green and Sambrook, 2012).

Elde edilen aDNA’larin safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin
Nanodrop ND-1000 spektrofotometresi kullanilarak 6l¢iim yapilabilmektedir.
DNA’nin saflig1 degerlendirilirken, A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 esas
alinmaktadir. Bu oran saf bir DNA i¢in 1.7-2 arasinda olmalidir (Boom et al,
1990).

DNA miktarlarinin 6lciildiigii bir diger florometre cihazi ise Invitrogen
tarafindan tretilmis olan Qubit Florometre’dir. Qubit dsDNA BR Assay
yardimi sonucunda sadece ¢ift zincirli kirilmamis DNA’nin konsantrasyonuna

ulasilabilmektedir.
2.5.2 Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez, elektriksel bir alanin etkisi altinda sivi bir ortamda yiikli
partikiillerin goctidiir. Farkli tipte elektroforez yontemler olmasina karsin niikleik
asitler icin iyi sonu¢ veren ve 200-50.000 b¢ boyutlar1 arasindaki DNA ve RNA
molekiillerini tanimlamakta kullanilan standart yontem agaroz elektroforezidir
(Sambrook and Russel, 2001).

Agaroz jel elektroforezi ile oOzellikle degisik kaynaklardan izole edilen
DNA’larin veya enzim kesim iiriinlerinin molekiil agirliklar1 ve miktarlar
belirlenebilir. Ayn1 zamanda proteinlerin yiiklerine gore ayrilmasinda da

kullanilmaktadir.

Niikleik asitlerin aymrimi i¢in en etkin agaroz konsantrasyonlari %0.3-
2.0’dir. Niikleik asitlerin agaroz jeldeki hareketleri agaroz konsantrasyonu ile
niikleik asit molekiillerinin boyutlar1 ve seklinden etkilenir. Jel uygun sekilde
hazirlanirken ya da ornekler yiiklenip elektriksel olarak ayrildiktan sonra boyanir
ve Orneklerin goriintiilenmesi  gergeklestirilir.  Blitlintiyle elde edilmemis
bozulmamis DNA intakt DNA olarak adlandirilir ve diiz bir ¢izgi halinde
gozlemlenir. Kirilmig yapidaki DNA’lar ise yayilmis (smear) sekilde bir

gorilintliniin olugmasina neden olur (Sekil 2.8).
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" Yiikleme Kuyucuklan
»  Intakt DNA

Bozulinus DNA

(+)

DNA fragmentlerinin hareket yini, kiiciik fingmentler dala lazh
gider ve jelin somma dog&u yerlesirler.

Sekil 2.8. Agaroz jele yiiklenmig DNA o6rneklerinin elektroforez sonucundaki ayrilmasinin temsili

gorlntiisi.

Agaroz jel oldukg¢a hizli ve kullanigh bir teknik olmasi ve az miktardaki
protein ya da niikleik asit karisimlarini (ayrica niikleoprotein ve polisakkarit

karigimlarini) saflastirmakta ve analiz yapmakta yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.5.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR, 1985 yilinda Saiki ve arkadaslar1 tarafindan orak hiicreli anemi
hastaliginin teshisi amaciyla gelistirilmis ve kullanilmis, insan genomik
DNA’sinin  spesifik bir pargcasinin  enzimatik amplifikasyonu olarak
tanimlanmistir. PZR’mn kesfi Kary B. Mullis’e 1993 yilinda nobel o6diilii
kazandirmistir (Shampo and Kyle, 2002). Uygun laboratuvar kosullarinda niikleik
asitlerin 0zel dizilerinin ¢ogaltilmas1 sayilabileceginden bir ¢esit in vitro
klonlamadir.

PZR’1n gercgeklesebilmesi icin; kalip olarak kullanilacak DNA 0Ornegi,
cogaltilacak bolgeye uygun sekilde tasarlanmis ve bolgeyi 5’ ucundan 3’ ucuna

cevreleyen yaklasik 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift primer dizisi, diniikleotid
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trifosfatlar (ANTPs), yiiksek 1s1ya dayaniklt DNA polimeraz enzimi, uygun pH ve
iyon derisimini (Mg+2) saglayacak tampon c¢ozelti gerekmektedir. Cogaltma
islemi thermocycler’da yapilir (Ar1, 2004).

Siras1 ile denatiirasyon, primer baglanmasi ve yeni DNA’nin sentezi

seklinde ili¢ asamada gergeklesir.

1- Denatiirasyon: Cogaltilacak DNA’nin denatiire edilerek tek zincirli hale
getirilmesidir. Denatiirasyon asamasinda ¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli hale
gelmesi 94-98°C 1s1 araliginda yaklasik 5 dakikada gerceklesir. Sonugta DNA nin

iki ipligi birbirinden ayrilir ve kalip olarak kullanilacak hale gelir.

2- Primer baglanmasi: Sicakligin 37-65°C araligina diisiirtilmesi ile tek
iplikli DNA’ya primerlerin baglanmasi saglanir. Amplimer olarak da adlandirilan
bu primerler yapay oligoniikleotidlerdir ve c¢ogaltilacak DNA bolgesinin
uclarindaki tamamlayici dizilere 6zgiil olarak baglanirlar. Primerlerin gorevi kalip
DNA sentezi icin baslangic noktasi olarak gorev yapmaktir. Primer baglanmasi
asamasinda sicaklik derecesi (Tm) primerlerin baz icerigine ve uzunluguna bagl
olarak degismektedir. Tm/baglanma sicakligt oraninin saptanmasi, PZR
reaksiyonunun gergeklesebilmesi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu nedenle
basarili bir PZR i¢in Tm/baglanma sicakliginin dogru olarak saptanmasi
gerekmektedir.

3-DNA’nin sentezi: Polimeraz enziminin ortamdaki niikleotitleri, kalip
DNA zincirinin 5> ucundan 3’ ucuna dogru eklemesi ile primerin uzamasini
saglanir ve hedef DNA’nin kopyasmi olusturulur. Primerlerin uzamasi
asamasinda genellikle Tag/Amplitaq DNA polimerazlarin, polimerizasyon
aktivitesi i¢in en uygun sicaklik derecesi olan 72°C kullanilir. Uzama asamasi igin
cogu zaman iki dakika yeterli olmakla birlikte eger uzun amplikonlar (PZR ile
cogaltilan DNA pargasi) ¢ogaltiliyorsa siire artirilir. Toplam dongii sayis1 25-35
arasindadir. Dongii sayisinin arttirilmasi halinde istenmeyen trilinler fazlalagirken,

istenen iiriinlerde bir artis olmamaktadir.

Ard1 ardina tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve primerlerin
uzamasi evreleriyle DNA parcalari iissel olarak artar. Bu artigin nedeni, bir dongii
sonucu sentezlenen iiriiniin, ardisik dongiide diger primerler i¢in kalip gorevi

yapmasidir. PZR isleminin teorik olarak verimliligini degerlendirecek olursak;
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n=1s1 dongiisii sayisi, y=baslangictaki kopya sayis1 kabul edildiginde sonugta 2" x
y kadar DNA elde edilebilir.

Hizla gelisen PZR teknolojisi pek ¢cok alanda oldugu gibi molekiiler biyoloji
ve genetik alaninin temel tasi1 sayilmaktadir. PZR teknigi, klonlamaya gerek
duymadan ¢ok az miktardaki DNA ile ¢alismayr miimkiin kilmaktadir. Teorik
olarak tek bir niikleuslu hiicrenin varligi bile PZR’nin uygulanabilirligi i¢in
yeterlidir. Kisa silirede basarili sonu¢ elde edilmesi sayesinde laboratuvar
caligmalar1 biiyiik hiz kazanmistir. Yaygin olarak tibbi ve biyolojik arastirmalarda
kalitsal ve bulasici hastaliklarin teshisi, klonlama c¢alismalari ve gecmis
DNA’larin incelenip evrimsel siireglerinin aydinlatilmasi gibi genis ve degisik
konularda kullanilmaktadir. Adli ¢calismalarda DNA’nin izole edildigi, kemik, kan
hiicreleri, 6lii dokular, vey sa¢ teli gibi numuneler diisiik konsantrasyonda DNA
vermektedir ve insana ait olmayan DNA ile kontamine olabilmektedir. Adli
bilimlerde; genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, 6liim sebebinin ve zamaninin
aragtirtlmasi, genetik bozukluklarin belirlenmesi, babalik testi ve diger akrabalik

iligkilerinin saptanmasi gibi spesifik konularda PZR teknolojisi kullanilmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Kemik Numuneleri

DNA izolasyonunda kullanilmak iizere anonim kaynakli antik insan iskelet
kemiklerinin femurlar1 kullamilmustir (Sekil 3.1). Calisma icin Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan izin belgesi alinmistir (Bkz.
Ek 1).

Sekil 3.1. Calismalarda kullanilan bir femur 6rnegi

3.2 Numunelerin Hazirh@ ve Sterilizasyon

DNA’nin antik ¢aligmalarda maksimum korunabildigi doku olan kemik
doku ile ¢aligmak kontaminasyon gibi bazi zorluklar1 beraberinde getirdiginden
bunun minimuma indirilmesi i¢in ¢alismanin biitiin basamaklarinda eldiven,
maske ve oOnliik kullanildi. Kemikler i¢in kullanilacak biitiin malzemeler once saf
su daha sonra etanolde yikanmak suretiyle steril edildi. Kemik Orneklerinin

fiziksel ve kimyasal temizligi yapilarak toz haline getirme islemi i¢in hazirlandi.

3.2.1 Fiziksel temizlik

Arastirmada kullanilan kemik Orneklerinin dig yiizeyi toprak ve diger

kontaminantlardan arinmasi i¢in Whattman kagidi tizerinde bisturi ile temizlendi.
3.2.2 Kimyasal temizlik
Fiziksel olarak temizlenen kemik 6rnekleri, %5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi

icinde 7 dakika ultrasonifikasyonda tutuldu. Daha sonra 5 dakika ultrasaf suda

ultrasonifikasyon yapildi. Son asama olarak da saf etanol igerisinde 5 dakika
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ultrasonifikasyonda tutulan 6rnekler ¢eker ocak altinda 2 giin kurumaya birakildi.

Sterilizasyon amaciyla 1 saat UV 1s18a maruz birakildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2 Kemiklerin kimyasal temizlik prosediirii

3.2.3 Pulverizasyon

Kemikten DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan metotlarda numunenin sert
yapisindan dolay1 toz haline getirme isleminin yapilmasi gerekmektedir. Fiziksel
ve kimyasal temizligi yapilmis olan femur, Caputo ve arkadaslarinin (Caputo et
al., 2013) uygulamis oldugu iki farkli toz haline getirme islemiyle pulvarize
edilmistir. Kisaca bu teknikler Sekil 3.3’te de goriildiigii gibi, (1) kemik dilimleri
elde etmek icin kazima ve (ii) kemik tozu elde etmek i¢in matkapla delme
islemlerinden olusmaktadir. Bu iki teknik DNA’nmin antik kemikten
izolasyonundaki verimi karsilastirmak i¢in kullanilmistir. Calismada kullanilacak
olan net miktar, calisilan tampon soliisyonu ve etkili DNA verimine gore 500 mg

olarak belirlenmistir.

Sekil 3.3. Kazima islemi ile elde edilen kemik dilimleri (a) ve matkapla delme islemi ile elde

edilen kemik tozu (b).
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3.3 Tampon Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.3.1 Tris-HCI (1M) hazirlanmasi

5 ml distile su iizerine 1.817 g Trizma Base eklendi, 1 M HCI ile pH 8.0

olacak seklinde ayarlandiktan sonra toplam hacim 15 ml’ye tamamlandi.

3.3.2 1M NaCl hazirlanmasi

0.876g NaCl 15 ml distile suda ¢ozdiirildii.

3.3.3 0,5 M EDTA-Na; hazirlanmasi

5.584 g EDTA-Na; 25 ml su iizerine eklendi ve ¢oziindiikten sonra pH 8.0

olarak ayarlandi. Toplam hacim 30 ml’ye tamamlandi.

3.3.4 0,5M DTT hazirlanmasi

1.156 g DTT 15 ml distile su igerisine ¢ozdurtildii.

3.3.5 DNA lizis tamponu hazirlanmasi

Lizis tamponu Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi hazirlandi

Cizelge 3.1. DNA lizis tamponu icerikleri

Stok soliisyonlar Final konsantrasyon Miktar (ml)
Tris-HCI (pH 8.0) 1M 10mM 0.5
NaCl 1M 10mM 0.5
DTT 0.5M 39mM 3.9
EDTA-Na, (pH 8.0) 0.5M 10mM 0.1
Distile su 40

Tamponun %2’lik sodyum lauryl siilfat (SDS) icermesi gerekmektedir. Bu
ylizden 50 ml’lik tampon c¢ozeltisine 1 gram SDS eklendi. Hazirlanan lizis

tamponu kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.
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3.3.6 Dekalsifikasyon tamponu hazirlanmasi
Dekalsifikasyon tamponu 0.5 M EDTA-Na,’den olugsmaktadir.
3.4 izolasyon Oncesi On islemler

3.4.1 Calkalamal inkiibatorde bekletme

Iki farkli sekilde pulverize edilmis olan kemik 6rnekleri, izolasyondan

once iki farkli tamponda bekletilmistir.

DNA Lizis Tamponu On Islemi:

-0.5 g kemik tozu/dilimleri ependorf tiip igerisine koyuldu ve izerine 2 ml

DNA lizis tamponu eklendi.

-100 pg/ml olacak sekilde 200 pg proteinaz K eklenerek 37°C’de bir gece
boyunca bekletildi.

Dekalsifikasyon Tamponu On Islemi:

-0.5 g kemik tozu/dilimleri ependorf tiip igerisine koyuldu ve iizerine 2 ml

dekalsifikasyon tamponu eklendi.

-100 pg/ml olacak sekilde 200 pg proteinaz K eklenerek 56°C’de 250 rpm

karistirma ile bir gece boyunca bekletildi.

- Bir gece boyunca yapilan inkiibasyondan sonra ornekler 10 dakika

boyunca su banyosunda kaynatildi.

3.4.2 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Kemik numunelerinin maruz kaldigi tamponda bekletme o6n islemleri
mikrodalga destekli ekstraksiyon cihazinda yapildi (Sekil 3.4). Bunun i¢in 0.5 g
kemik tozu mikrodalga kabr igerisine yerlestirildi ve ilizerine izolasyon tamponu
(DNA lizis tamponu/Dekalsifikasyon tamponu) eklendi. Ilk deneme olarak 65°C,
500W, 2 dakika ayarlandi.



Sekil 3.4 Mikrodalga destekli ekstraksiyon cihazi

Bunun haricinde optimizasyon amaciyla en yiiksek konsantrasyonda DNA
veren kosullar1 bulmak icin Box-Behnken tasarimi kullanilarak bagimsiz
degiskenler olan farkli sicaklik (35°C -65°C), giic (300W-800W) ve siire (2dak.-8
dak.) uygulandi. Bagimsiz degiskenlerin yanit iizerindeki etkisini belirlemek icin
iic seviyeli tasarim uygulandi. Yanitlar, nanodrop konsantrasyonlar1 ve 260/230
oranlari, Design Expert 7.0 programi ile analiz edildi. DNA izolasyonu
mikrodalga 06n isleminden sonra silika kolon destekli spin kolon ile
gergeklestirildi.

3.5 Fenol: Kloroform: izoamilalkol izolasyonu
Fenol:kloroform:izoamilalkol karigiminin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle sivi
fenolden saturasyon isleminin gerceklestirilmesi gerekti. Bunun icin ¢eker ocakta

caligildi.

Siv1 fenoliin satiirasyonu:

- Fenol 1sitildi. Fenol ile ayn1 miktarda 50 mM Tris-HCI (pH: 8.0) eklendi.
- Manyetik karistiricida 10 dakika karistirildi. Cift faz elde edildi.
- Ust faz atildi. Daha sonra ayn1 islem 2 kez tekrarlandu.

- Ust faz atild1 ve pH: 8.0’e ayarland.
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Fenoliin yaris1 kadar Tris-HCI eklendi. +4°C’de aliiminyum folyo ile

sarilarak saklandi.

Fenol:kloroform:izoamilalkol(25:24:1) hazirlig1:

Ceker ocakta esit hacimde hazirlanan fenol ve kloroforom:izoamilalkol
(24:1) karistirilda.

Fenol:kloroform:izoamilalkol izolasyonu:

Tamponda  bekleyen  Orneklerin  her  birine  esit  hacimde

fenol:kloroform:isoamilalkol eklendi ve altiist yaparak karistirildi.
5100xg’de 15 dakika santrifiijlendi.

Iki faz olustu, alt faz atildi, iist fazin rengi ¢ok koyu oldugu igin iist fazin
esit hacminde kloroforom:isoamilalkol (24:1) karisimindan eklendi ve

altiist yaparak karistirildi.
5100xg’de 20 dakika santrifiijlendi.

Alt faz uzaklastirildi. Ust fazin iizerine hacminin 2.5 kat1 soguk etanol
(%99.9, -20°C) eklendi ve altiist yaparak karistirildi.

5100xg’de 3 dakika santrifiijlendi.

Ust faz uzaklastirildi. Soguk %70’lik etanolden 1 ml eklendi ve 5100xg’de
3 dakika santrifiijlendi.

Dipte pellet kalacak sekilde tiipteki alkol uzaklastirildi ve pellet halinde

kalan DNA’nin tamamen kuru olmasina dikkat edildi.
Kuruduktan sonra 100 pl ultrasafsu icerisinde ¢oziildii.
DNA 6rnegi -20°C’de saklandi.

3.6 Silika Destekli Spin Kolon izolasyonu

Silika destekli spin kolon izolasyonu ile aDNA izolasyonu Yang et al., 1998

tarafindan rapor edilen yontem modifiye edilerek gerceklestirildi (Sekil 3.5).

Tamponda bekleyen 6rnekler 2000xg’de 5 dakika santrifiijlendi.
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- Siipernatant 2 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi.
- 12800xg’de 5 dakika santrifiijlendi.

- Siipernatant 10ml’lik tiiplere aktarildi ve 1,5 ml PB tampon eklendi ve
hafif¢e karigtirildu.

- Olusan son karisimdan 750 pl QIA Quick kolona aktarildi ve 13000xg’de
1 dakika santrifiijlendi.

- Akan kisim uzaklastirildi ve biitiin soliisyon bitene kadar ayni islem tekrar
edildi.

- Silika membran tizerinde kalan DNA’nin 750 ul PE Tampon ile yikanmasi
icin 13000xg’de 1 dakika santrifiijlendi.

- Kolondan gegen kisim uzaklastirildi.

- Kolon yeni bir steril ependorf tiipiine yerlestirildi ve 100 pl ultrasafsuda
¢Oziinmesi i¢in 13000xg’de 1 dakika santrifiijlendi.

- Kullanilincaya kadar DNA 6rnegi -20°C’de saklandi.

Sekil 3.5. Silika destekli spin kolon izolasyonunda pipetleme islemi (a), QIA Quick kolonlar (b)

ve mikrosantrifiij cihazi.
3.7 Karakterizasyon ve aDNA Analizi
3.7.1 Nanodrop spektrofotometre ile 6l¢iim
Elde edilen izolat aDNA’larin safligi ve miktart NanoDrop ND-1000

spektrofotometre (Thermoscientific, Massaschusetts, ABD) cihazi kullanilarak

sleiildi.
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3.7.2 QubitTM florimetre cihaz ile 6l¢iim

izolasyonu yapilan aDNA’larin konsantrasyonu Qubit'™ florimetre cihazi
(Life Technologies, PN Q32857, ABD) kullanilarak da belirlenebilmektedir.
Konsantrasyonun belirlenmesi i¢cin Qubit dsDNA BR Assay (Invitrogen Q32850,
ABD) kullanilmaktadir. Bu asamada yine dikkat edilmesi gereken nokta, DNA

orneginin degrade olmamis olmasi ve yiiksek kalitede olmasidir.
3.7.3 Agaroz jel elektroforezi

Izole edilen aDNA’larin gériintiilenebilmesi igin agaroz jel elektroforez
yontemi kullanildi (Sekil 3-6). Bu yontem amplifikasyondan sonra {iriinlerin

goriintiilenmesinde de kullanildi. Elektroforez i¢in %2°lik jel hazirlandi.

- 0,8 gagaroz tartildi ve 40 ml TAE jel tamponu ile karigtirildu.

- Orta 1s1da mikrodalga firin igerisinde partikiilleri tamamen eriyinceye kadar

kaynatilarak ¢ozildi.

- Taraklar1 6nceden yerlestirilmis diiz bir zemindeki jel tepsisine dokiildii ve

katilagsmasi i¢in oda 1sisina birakildi.

- Katilasan agarozdan tarak gikarildi, tepsi ile birlikte elektroforez tankinin

icerisine yerlestirildi.
- Ugzerini kapatacak sekilde TAE tamponu dokiildii.

- DNA’y1 agirlagtirarak kuyucuklara pipetleyebilmek ve yiirliyen DNA’nin
yaklasik konumunu belirlemek i¢in yiikkleme tamponu (5X loading buffer)
kullanildi.

- 5 ul aDNA, 3 pul yilikleme tamponuna karistirilarak pipet yardimiyla
kuyucuklara aktarildi.

- aDNA’nin biytikligini belirleyebilmek amaciyla 3 pl DNA biyiikliik
belirleyici (1kb DNA ladder) bos bir kuyucuga yiiklendi.

- Ornekler 80 voltta 1 saat yiiriitiildii.

- Yiritme tamamlandiktan sonra jel distile su bulunan bir kap igerisine

konuldu ve iizerine 3 pl EtBr eklendi.
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- Kargtiricinin  iizerine yerlestirildi ve 10 dakika boyunca boyanmasi
beklendi.

- Boyanan jel, jel goriintiileme cihazina alindi. UV 15181 altinda olugan bantlar
gozlendi ve jel goriintiileme cihazinin bilgisayar programi ve fotograf

makinesi yardimiyla fotograflar1 ¢ekilip veriler kaydedildi.

B

Sekil 3.6. Agaroz jel elektroforez yonteminde kullanilan jel tepsisi (a), elektroforez tanki (b) ve

karigtirict {izerinde jelin EtBr ile boyanmasi (c).
3.7.4 PZR analizi

Izole edilen insan aDNA &rneginin spesifik gen bdlgelerini polimeraz zincir
reaksiyonu ile ¢cogaltmak i¢in Cizelge 3.2°de dizisi verilen insan kromozom 17’ye
spesifik yiiksek tekrarli a-satelite sekansi (Lokus D17Z1) ve en sik kullanilan

referans gen olan GAPDH primerleri kullanilmstir.

Cizelge 3.2. Hedef bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan 6zgiil primer dizileri

Primer Adi Dizisi Biiyiikliigii (bp)
Lokus D17Z1 5'-CAA ATC CCC GAG TTG AAC TT-3' 211
5'-AAA ACT GCG CTC TCA AAA GG-3'
GAPDH 5'GTC AGT GGT GGA CCT GAC CT 3' 147

5'TCG CTG TTG AAG TCA GAG GA 3'

Amplifikasyon prosediirleri, DNA izolasyon ve c¢ogaltma siireclerinin
degerlendirilebilmesi i¢in negatif (kalipsiz) ve pozitif kontrol (LNCap)

sulandirimlart ile optimize edilmeye ¢alisildi.
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200 pl’lik PZR tiiplerinde, 2X PZR master mix’ten 10 pl, 10 pmol/ul’lik
primerlerden 1 pl, kalip aDNA’dan 8 pl alinarak 20 pl son hacmine

tamamlandi.
Bu sekilde hazirlanan tiipler termal dongii cihazina yerlestirildi.

PZR protokolii olarak, 94°C’de 2 dakika denatiirasyon, ardindan 32
dongiide; 94°C 40 saniye, 58°C 20 saniye, 72°C 1 dakika ve 72°C uzama
uygulandi.

PZR fiirinlerinin 6 ul’si %2’lik agaroz jelde 1 kb ve 100bp’lik DNA
biiyiikliik belirleyici kullanilarak yiiriitildii.
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4. BULGULAR

4.1 On islemlerin Etkisi

Birkag degisik 6n islem aDNA izolasyonundan 6nce uygulanmistir. Cizelge
4-1’de uygulanan 0On islemler ve izolasyon protokollerinin karsilastirmali
sonuclart yer almaktadir. Sonuglar nanodrop spektrofotometre ve Qubit
sonuglarina gore degerlendirilmektedir. Qubit sonuglart ¢ift sarmal ve
bozulmamig DNA konsantrasyonunu belirledigi icin aDNA konsanstrasyonlarinin
belirlenmesinde daha giivenilir sonu¢ vermektedir. Kemik tozu ve dilimleri
birbiriyle kiyaslandiginda belirgin bir farkli sonu¢ vermemistir. Dekalsifikasyon
tamponu ve lizis tamponu karsilastirildiginda ise dekalsifikasyon tamponunun

daha yiiksek konsantrasyonda aDNA verdigini sdylemek miimkiindiir.

Cizelge 4.1. Uygulanan 06n islem ve izolasyon protokollerinin nanodrop

konsantrasyonlari, Qubit konsantrasyonlar1 ve 260/280 oranlari

Kemik Tampon  lizolasyon nanebreR 2601280 Qubit™
Kod .. .. .p‘ Y . ND-1000 (nm/nm) Florometre
Ornegi Tipi Protokolii orant (ug/ml)
(ng/pl) He
FLT 05¢gT IL F 16.9 1.22 -
FDT 05¢gT De F 86.9 1.33 0.0496
SLT 05gT IL S 14.8 1.32 0.0231
SDT 05¢gT De S 10.2 1.57 0.205
FLDe 0.5gD IL F 15.1 1.04 -
FDDe 0.5gDh De F 89.2 1.36 0.0271
SLDe 05¢gD L S 9.3 1.73 0.0240
SDDe 05¢gD De S 13.7 1.55 0.208
MSLT 05¢gT IL M-S 1.8 1.37 -
MSDeT 05¢gT De M-S 7.4 1.17 0.108

T: Kemik tozu, D: Kemik dilimleri, L: Lizis tamponu, De: Dekalsifikasyon tamponu, F: Fenol-
kloroforom-izoamil alkol, S: Silika destekli spin kolon, M: Mikrodalga destekli ekstraksiyon.

Dilim ve toz halindeki kemiklere dekalsifikasyon ve lizis tamponlar

uygulanarak, aDNA izolasyonlar1 hem geleneksel hem de silika destekli spin



38

kolon kullanilarak yapilmistir. Elde edilen verilere gore basarili izolasyonlarin

yapildig1 sonucuna varilmistir.

4.1.1 Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimizasyonu

Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile yapilan 6n islemlerde yiiksek DNA
verimleri tespit edildigi Cizelge 4.1°de goriilmektedir. Uygulanan mikrodalga
destekli ekstraksiyon isleminin olumlu sonu¢ verdigi belirlendikten sonra bu
yontemin optimizasyonu amaciyla, 3 tane bagimsiz degisken, sicaklik (35°C-
65°C), giic (300W-800W) ve siire (2dak.-8 dak.) Box-Behnken tasarimi
kullanilarak en yliksek konsantrasyondaki aDNA’y1 bulmak i¢in uygulandi.

Cizelge 4.2. Mikrodalga destekli aDNA izolasyonunun optimizasyonu ig¢in deneysel

tasarim

Qubit™ NanoDrop

Kod I(S‘WS;;: B: S(:’cca)k ik C(mslllllr).e Florometre ND-1000 22?;{)]/ 222((])/
(ng/nl) (ng/pl)
1 500 35 8 1.74 11.37 1.62 0.37
2 500 65 8 0.3 13.9 1.37 0.46
3 300 50 8 2.28 10.26 1.54 0.45
4 800 50 8 1.86 7.53 1.97 0.44
5 300 65 5 0.958 5.11 1.74 0.44
6 800 65 5 1.03 6.2 1.74 0.28
7 500 65 2 2.54 9.95 1.71 0.34
8 500 50 5 0 9.74 1.69 0.18
9 500 50 5 0.48 6.18 1.62 0.24
10 500 50 5 0 3.05 5.07 0.22
11 300 35 5 1.67 12.62 1.7 0.44
12 500 35 2 1.41 13.04 1.72 0.45
13 800 35 5 1.46 10.77 1.62 0.52
14 800 50 2 0 491 1.85 0.41

15 300 50 2 2.36 15.34 1.68 0.44
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Yanit olarak saflik ve konsantrasyon Olgiimleri, Qubit ve nanodrop
sonuglari, 260/280 ve 260/230 oranlar1 belirlendi (Cizelge 4.2). Genel bir
degerlendirmeye gore 260/280 oranlarinin hemen hemen biitiin 6rneklerde ayni
olmasi yoniiyle, nanodrop konsantrasyonu ve 260/230 orani optimizasyonda yanit

olarak analiz edildi.

Design-Expert® Software nanod rop

nanodrop

15.34
3.05

X1 = A Power
X2 = B: Temperatura

Actual Factor
C: Time = 2.32

a.

B: Temperature

Design-Expert® Software
nanodrop
15.24
305
X1 = A Power
X2 = B: Temperature

Actual Factor
C: Time = 2.32

nanodrop

4250 425.00
3500 30000

B: Temperature A: Power

Sekil 4.1. Nanodrop konsantrasyonuna optimum sabit siirede (2 dakika) sicaklik ve giiciin

etkilerini gosteren kontur(a) ve 3 boyutlu (b) grafikler.

Giig, sicaklik ve siirenin nanodrop konsantrasyonuna etkisinin yani sira
bunlarin etkilesimleri incelenmistir. Gii¢ ve sicakligin farkli kombinasyonlarinin
stire 2 dakika olarak sabit tutulduguna nanodrop konsantrasyonu tizerindeki etkisi
Sekil 4-1°de gosterilmektedir. Bu grafiklere gore kirmizi ile gosterilen bolgeler

hedefledigimiz yliksek konsantrasyondaki aDNA’y1 veren bolgelerdir. Maksimum
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nanodrop konsantrasyonu 2 dakika siirede sicakligi 35°C ve giici 300W’a
ayarlandiginda elde edilmektedir.

Design-Expert® Software d rop

800

nano

nanodrop

15.34
305

X1 = A Power
X2=C:Time

650

Actual Factor

B: Temperature = 37.03 =

C: Time

350

0000 42500 55000 67500 00.00

Design-Expert® Software

nanadrop
15.34

3.05

A1 = A Power
X2 =C: Time

Actual Factor
B: Temperature = 37.03

nanodrop

A: Power

Sekil 4.2. Nanodrop konsantrasyonuna optimum sicaklikta (35°C) siire ve giiclin etkisini gdsteren

kontur (a) ve 3 boyutlu grafikler (b).

Giictin siire ile olan iliskisi Sekil 4-2’de gosterilmektedir. Bu grafiklere gore
kirmizi ile gosterilen bolgeler hedefledigimiz yiiksek konsantrasyondaki aDNA’y1
veren bolgelerdir. 35°C sicaklik sabit tutuldugu zaman 2-3.5 dakika arasinda 300-
400W arasinda degisen giic uygulandiginda maksimum konsanstrasyon elde
edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Nanodrop konsantrasyonuna, optimum giigte (300 W) siire ve sicakligin etkisini

gosteren kontur (a) ve 3 boyutlu (b) grafikler.

Sabit giigte (300W) siire ve sicakligin iliskisinin incelenmesi Sekil 4.3°te
goriilmektedir. Bu grafiklere gore yine kirmuzi ile gosterilen bdlgeler
hedefledigimiz yiiksek konsantrasyondaki aDNA’y1 veren bolgelerdir. Siire ve
sicakligin etkisine bakildiginda ise 2 dakikada 35°C ile 40°C arasinda degisen
sicakliklarda yine maksimum konsantrasyonda aDNA elde edilebilmektedir (Sekil
4-3). Grafikler incelendiginde kirmizi bdlgelerin 65 °C civarinda da oldugu
goriilmektedir. Ancak bu sicaklikta 2 dakikadan fazla kaldiginda konsantrasyon
miktar1 diismektedir.
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Bulgulara gore, A, B ve C olarak kodlanmus, gii¢, sicaklik ve siire bagimsiz
degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak ikinci dereceden polinom denklemi, aDNA

konsantrasyonlart (ng/pul) ve 260/230 oranlarini ifade etmek i¢in kullanilmustir.

Nanodrop konsantrasyonu = -1.74A — 1.58B — 0.023C + 0.73AB + 1.93AC
+1.41BC + 3.06A%+ 5.62B*+ 6.45C*

260/230 oran1 = 0.21 — 0.015A — 0.033B + 1.000E-002C-0.6AB
+ 5.000E-003AC + 0.5BC +0.12A% + 0.088B>
+0.1C?

Varyans analizi (ANOVA), uygun modellerin en iyi deneysel verileri sunan
korelasyon katsayilarini 0.8790 and 0.9451 olarak gostermektedir. Prob > F degeri
0,0500 den daha kiiciik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildiginden, model denkleminin degiskenlerin herhangi bir kombinasyonunda

nanodrop konsantrasyonlarini tahmin etmek i¢in yeterli oldugu goriilmektedir.

Dolayisiyla biitiin sonuglar1 degerlendirdigimizde bu g¢alismada optimum
proses parametreleri, en yiiksek konsanstrasyonu (19.40 ng/ul) veren 300W, 35
°C ve 2 dakika belirlenmistir.

4.2 izolasyon Protokolii

Tim oOrneklerden metodolojide 6zetlendigi sekilde izole edilen DNA’nin
miktar1 spektrofotometrik ve florimetrik analizlerle degerlendirilmistir. Cizelge
4.1°de izolasyon protokollerinin nanodrop spektrofotometre, Qubit™ florimetre
ve 260/280 oranlar1 sonuglar1 gosterilmektedir. Bu sonuglara gore silika destekli
spin kolon izolasyonu metodunun fenol-kloroform-izoamil alkol izolasyon

metoduna gore daha iyi bir yontem oldugunu séylemek miimkiindiir.
4.3 Agaroz Jel Elektroforezi

Toplam izole edilmis aDNA’y1 oOlgmek ic¢in Ornekler agaroz jelde
elektroforez yardimiyla yiiriitiilmiistiir. aDNA fragmentlerinin hareketi DNA’nin
negatif ylikiinden dolay1 eksiden artrya dogru olmaktadir. Kiiciik fragmentler daha
hizli hareket ettiklerinden jelin alt kisimlarinda goriilmektedir. Agaroz jel
elektroforezi sonucunda genomik aDNA’nin kalitesini belirleyebilmek ve intakt

oldugunu anlayabilmek icin jelde tek bir bant gdzlenmesi gerekmektedir. Ancak
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eski zamandan kalma insan kemiklerinden elde edilen DNA, degrade oldugundan
tek bant izlemek miimkiin olmamaktadir. Cizelge 4.1°de kodlanan izole edilmis

aDNA’lara ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.4’de gosterilmektedir.

M FDT SLT SDT FDDe SLDe SDDe MSDeT

.» N e T
- ..1-‘1..3‘*3 - (‘:'_ ey

. -

12,218bp =
|

6,018bp ==

3,054 bp

2,036 bp

1,636 bp

1,018bp

517 bp

Sekil 4.4. i1k asamada izole edilen aDNA’lara ait agaroz jel goriintiisii

Mikrodalga destekli ekstraksiyonla yapilan aDNA izolasyonlariin deneysel
tasarimin kapsaminda analiz edilen 15 6rnegin agaroz jel elektroforez goriintiileri
Sekil 4.5’de goriilmektedir.
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Degrade DNA

Sekil 4.5. Box Behnken tasarimindaki optimizasyonda kullanilmak {izere mikrodalga destekli

ekstraksiyonla izole edilen aDNA’larin agaroz jel goriintiileri

4.4 PZR Sonuglan

Pozitif kontrollerde primerler tek bant halinde goriiniitken, aDNA
izolasyonlar1 yapilan Ornekler GAPDH ve DI17Z1 primerleriyle eksprese
olmamislardir. Bu da analiz edilen 6rneklerin herhangi bir miktarda eksprese
olmadiklarimi ortaya koymustur (Sekil 4.6). Muhtemel nedenler arasinda PZR
inhibitorlerinin uzaklastirilamamas: ve DNA’nin ¢ok yiiksek miktarda degrade
olmas1 bulunmaktadir.

Sekil 4.6. PZR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi (1: 1+ D17Z1, 2: FDT+ D17Z1, 3: 11 +
D17Z1, 5: LNCaP+D17Z1, 6: LNCaP+GAPDH, 7: FDT + GAPDH, 8: FDT +D17Z1)
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5. TARTISMA

5.1 On Islemlerin Etkisi

Uygulanan degisik 6n islemler sonucglari Cizelge 4-1’de yer almaktadir.
Literatiirde yeterli miktarda verimli aDNA tespitinde 0.5 g kemigin baslangic
materyali olarak kullanilmasi, bizim c¢aligmamiz i¢in de uygun miktar olarak
belirlenmistir (Yang et al 1998, Caputo et al 2013). Pulverizasyon islemi igin
kullanilan iki farkli metotun sonuglar1 birbirine ¢ok yakin degerde bulunmustur.
Kemik tozu hazirlama islemi 1sinmayi onlemek adina diigiik hizda matkap

araciligryla yapildiginda ¢ok daha pratik olmaktadir.

Kemik 6rneginin fiziksel 6n isleminin yani sira uygun izolasyon tamponu
secimi de aDNA izolasyonunda ¢ok 6nemli olmaktadir. aDNA izolasyonunda en
yaygin goriilen problemler ¢evresel etmenler ve buna bagli bazi inhibitorlerin
varligidir. Inhibitérden ari aDNA 6rneginin izolasyonunu saglayan evrensel bir
metot ne yazik ki hala gelistirilememistir (Jakubowska et al. 2012). PZR
inhibitdrlerinin intakt aDNA ile birlikte izole edilmesinin iistesinden gelmek icin
2 tane kiyaslayabilecegimiz izolasyon tamponu kullanilmistir. Bunlardan birisi
standart protokol olan lizis tamponu, digeri ise demineralizasyon islemi yapan
dekalsifikasyon tampnudur. Demineralizasyonun aDNA ekstraksiyonunda bir ¢ok
durumda etkili bir yontem oldugu bildirilmistir (Jakubowska et al 2012, Loreille
et al 2007, Caputo et al. 2013). Tampon uygulamasina, inhibitdr bilesenleri
denature etmek adina 10 dakikalik ekstra bir kaynatma islemi eklenmektedir.
Demineralizasyon islemi standart lizis tamponuna gore ¢ok daha yiiksek verimde

aDNA miktar1 sunmaktadir.
5.1.1 Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimizasyonu

Bir bagka 0n islem olan mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ardindan silika
destekli spin kolon kullanilarak izole edilen aDNA’lara bakildiginda 24 saatlik
tamponda bekleme siiresini 2 dakika gibi bir siireye kisaltmasi géz Oniinde
bulunduruldugunda {istiin bir alternatif yontem oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Bu sekilde antik kemiklerden aDNA izolasyonu i¢in hizli bir yontem saglanmig

olmaktadir.
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5.2 izolasyon Protokolii

Organik izolasyon adli izolasyon prosediirlerinde siklikla kullanilan bir
yontemdir. Ancak ¢ok zahmetli oldugu ve cok diisiikk miktarlarinda bile Taq
polimeraz enzim aktivitesini olumsuz etkileyen fenol gibi toksik reaktifleri
icerdigi bilinmektedir. Ayrica laboratuarda 6zel giivenlik 6nlemlerinin alinmasini
ve yogun bir sekilde manuel islemleri gerektirmektedir. Silika destekli spin kolon
izolasyonu ise aDNA izolasyonunun tek bir asamada yapilmasina imkan
saglamaktadir. Organik ekstraksiyona gore oldukg¢a basit, giivenilir ve hizli
yapilmaktadir. Bu nedenle mikrodalga destekli ekstraksiyon onisleminden sonra

silika destekli spin kolon izolasyonu uygulanmaistir.

Buna ¢k olarak silika bazli DNA baglama prosediirleri, humik asit, demir,
kobalt, tanin ve digerleri gibi PZR inhibitorlerin uzaklastirilmasinda etkili
yontemler olarak bilinmektedir (Caputo et al. 2013 Boom et al. 1990., Cattaneo et
al. 1995, Yang et al 1998, Dukes et al. 2012, Rohland et al. 2007a., Hou et al.
2013). Bununla birlikte olduk¢a degrade olmus kalintilarda elde edilebilir DNA
miktar1 da ¢ok diisiik olmaktadir. Bunun i¢in iskelet kalintilarindan izole edilecek

aDNA veriminde artig saglayan alternatif yontemler gelistirilmeye ¢alisiimaktadir.

Genelde, 260/280 oraninin 1.7’den biiyiik oldugu durumlarda izole edilen
aDNA’nin yiiksek saflikta olduguna isaret etmektedir. Bu oranin belirgin olarak
diisiik oldugu durumlar ise protein, fenol gibi 280nm yakinlarinda kuvvetli sekilde
absorbe olmus kontaminantlarin varligindan s6z edilemektedir. 260/230 oran1 da
aDNA safligin1 belirlemek i¢in kullanilan bir diger kriterdir. Bu degerin ise
genellikle 2.0-2.2 araliginda olmasi1 gerekmektedir. Yine bu degerin diisiik olmasi
230 nm civarinda absorbe olan fenolik bilesikler gibi kontaminantlarin varligina
isaret etmektedir. Mikrodalga destekli ekstraksiyonun 6n islem siiresinde ciddi bir
sekilde azaltma meydana getirmesinin yaninda kabul edilebilir kalite ve

konsantrasyonda sonuglar verdigi goriilmektedir.

Nanodrop spektrofotometre ile Olgiilen konsantrasyonlardan Qubit
florometre ile Olgiilenkonsantrasyonlarin  daha diisiik ¢ikmasi  normal
gorliinmektedir. Ciinkii Qubit florimetre cihazi ile yapilan dlglimlerde sadece ¢ift

zincirli kirllmamis aDNA’larin 6l¢timleri yapilabilmektedir.
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5.3 Agaroz Jel Elektroforezi

Cizelge 4.1°de Olgiimleri yapilan Orneklerin agaroz jele dogrudan
yiiklenmesiyle elde edilen sonuglarda (Sekil 4.4) izole edilen aDNA’larin oldukca
degrade hale geldikleri smir seklinde bant vermelerinden anlasilmaktadir.
Mikrodalgada yapilan optimizasyon igin belirlenen 15 Ornegin agaroz jele
dogrudan yiiklenmesi ile elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.5’de goriilmektedir.

Buna gore bakildiginda bu 6rnekler de degrade olmus yapidadirlar.

5.4 PZR Sonug¢lar

PZR sonuglarina gore pozitif kontroller oldukca eksprese olurken izole
edilen aDNA’larin eksprese olamamalart aDNA’nin bozulmus yapist ve PZR
inhibitorlerinin  uzaklastirllamamasiyla alakalidir. Bunu Onlemek igin,
demineralizasyon tamponu ve silika bazli yontemler kullanilmig olmasina ragmen
hala genel gecer bir metodun olusturulamamast deneyin bu sekilde

sonug¢lanmasina neden olmaktadir.
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6. SONUC

Sonug olarak, mikrodalga destekli ekstraksiyonu takiben uygulanan silika
destekli silika kolon izolasyonunun aDNA’larin izole edilmesinde siireyi oldukca
kisaltan ve organik fenol-kloroforom-izoamil alkol yontemine gore iyi bir
alternatif oldugunu soOylemek miimkiindiir. Zararli reaktifleri kullanmanin
Onlenmesinin yani sira esdeger nitelikte molekiiler sonuclar vererek giivenilirligi
yiiksek, maliyeti diisiiren ve hizli bir yontem olmasi, adli tip c¢aligmalarinda
kullanilabilecek 1is giiclinli azaltan potansiyel bir uygulama oldugunu
kanitlamaktadir. PZR inhibitorlerinin uzaklastirilabildigi yontemler gelistirilmeye
devam ederken siirecin hizlanmasina 151k tutacak bir ¢alisma olmaktadir. On
islemlerin siiresini diisliren bu yeni uygulamayla ham maliyeti diisiirerek hem de

stireden tasarruf saglayarak ¢ok daha hizli protokoller gelistirilebilir.
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