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OZET

Yazar: S. Sebnem Ozcan, Adli Tip Enstitisii, istanbul Universitesi, Cerrahpasa Kampiis,

Istanbul

Tezin Baghigi ve Tarihi: Arkeolojik Toplumlarda Akrabalik iliskileri: Bir Molekiiler

Antropolojik Yaklasim, 2010

Eski ve modern insan toplumlari arasindaki evrimsel baglantilari belirlemek igin
yapilan genetik analizlerle popilasyonlarin birbirleri ile olan yakinhgi arastiriimaya
baslanmistir. Bu genetik iliskiler; arkeolojik kazilarda elde edilen iskelet kalintilarinda
molekdler incelemelerle belirlenir ve tarih dncesi toplumlarin sosyal yapisi, aile diizeni ve
akrabalik iliskileri ile ilgili bilgiler saglar. iskelet kalintilarindan DNA elde edilmesi, adli
bilimlerde de 6nem kazanmistir. Clinkl kemik ve disler uzun zaman boyunca korundugu
icin analiz etmeye uygun tek kaynaktir. Ancak ¢evreden kaynaklanan inhibitorlerin varligi
kadar, cevresdl, bakteriyel ve post-mortem DNA hasarlarindan dolayi, eski kalintilardan
DNA eldesi zordur. Dolayisiyla laboratuvar calismasi; zaman alan ve 6zen isteyen bir
suire¢ haline donustr. Bu ¢alismanin amaci; Van-Y oncatepe (Urartu Medeniyeti, M.O.
1200-750/700) bolgesindeki arkeolojik kazilarin iki farkli oda mezarindan cikariimis
kemiklerle bunlarin her birinin baska bir aileye ait oldugunu genetik analizlerle belirlemek
ve sosyokaltiirel yapilarina bir i1sik tutmaktir. Calismada materyal olarak VVan-Y oncatepe
kazi alaninda bulunan oda mezarlardan M2'deki 20, M6’daki 17 insan femur kemigi
kullaniimistir. Kemik parcalarindan alinan érneklerden DNA izole edilerek, mitokondriyal
DNA HVRI bolgesinde 16147-16294 baz cifti arasi bélge PCR ile cogaltilmistir. Daha
sonra, Turkiye’de arkeoloji ve adli bilimlerde hentiz uygulanmayan klonlama yapilmis ve

hedef bdlge dizinlenmistir. Analiz sonunda, bireylerin tasidigi genetik profil ¢ikarilarak



aralarindaki olasi akrabalik iliskileri degerlendirilmistir. Akrabalik analizlerinin daha yakin
kesinlik ve glvenilirlikle yapilabilmesi igin daha fazla sayida genetik 6zellik incelenmesi
gerekmektedir. Bu sebeple bir 6n ¢alisma niteliginde olan bu proje, uygun yontem ve
calisma planini tilkemize uyarlayarak ileriki arastirmalar icin temel olusturacaktir.
Molekiiler antropoloji arastirmalarinda kullanilabilecek bu yéntemin, adli bilimlerde de

kemikten DNA elde etme yontemlerini gelistirmekte faydal olacagi dustinilmektedir.
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SUMMARY

Author: S. Sebnem Ozcan, Institute of Forensic Sciences, Istanbul University, Cerrahpasa

Campus, Istanbul

Titleand Date: Determination of the Genetic Relationshipsin Van-Y oncatepe

Archaeological Population: A Molecular Anthropological Approach, 2010

Ancient and modern populations have been compared using genetical analysis
carried out in order to determine the evolutional relationships between them. This analysis
provides information regarding social structure, family systems and kinship relationships
of prehistoric populations and is conducted with the skeletal samples obtained in
archaeological excavations. DNA extraction from ancient and modern skeletal remainsis
also significant in forensic sciences as bones and teeth are the only samples to obtain and
analyze DNA. Ideally DNA is best preserved in bones and teeth. However there has been
numerous difficulties to carry out this procedure probably because the current technique is
not properly applied. Some of the difficulties arise from bacterial damages, taphonomic
factors and diagenesis. Thus the laboratory procedure to carry out to persue such an
investigation takes a considerable time. The purpose of this study is to investigate genetic
relationships in the ancient Urartu population who lived in Van-Y oncatepe (1200-750/700
BCE) and to assess the family composition in each burial chamber using 20 femura
(Chamber M2) and 17 femura (Chamber M6) in order to shed light to the family structure
and kinship pattern in the society. Mitochondrial DNA was extracted, 16147-16294 bp
region in HVRI was amplified and cloned prior to the sequencing, atechnique that has not
been applied in Turkey to archaeologic and forensic cases. Genetic profiles of the

individuals were evaluated for determining the probable kinships within and between the

vii



two burial chambers. In general, the more polymorphic characteristics are analyzed, the
closer one comes to the true genetic (thus kinship) relationship. This preliminary analysis
of skeletal remains obtained from awell-preserved burial chamber should result in better

research for both forensic and archaeological populations.
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BOLUM 1

GiRIiS VE AMAC

Arkeolojik ve modern insan toplumlari arasindaki evrimsel baglantilari belirlemek
icin yapilan genetik analizler, molekdler antropolojinin gelismesini saglamis, boylece
populasyonlarin birbiri ile olan yakinligi arastiriimaya baslanmistir. Antropologlar icin bu
durum, toplumlarin nasil olusup zaman iginde nasil gelistigini anlamak, go¢ ve yerlesme
sekillerini ortaya ¢ikarmak agisindan 6nemlidir (Lalueza-Fox, 1997; Kaestle and
Horsburgh, 2002; Cunha et al., 2006). Tarih 6ncesi toplumlarin ekonomik, sosyal, hatta
genetik dzellikleri; arkeolojik kazilarda elde edilen iskelet kalintilari incelenerek
belirlenebilir. Antropolojik yontemlerle kemiklerin ait oldugu bireylerin yas, cinsiyet ve
boylari tespit edilir, aralarindaki biyolojik yakinlik hakkinda bilgi saglanir (Krogman and
Iscan, 1986; Iscan, 1988; Mergen and iscan, 2007). Teknolojik imkanlardan faydalanarak,
ileri analizler yapilabilmesi ve arastirmalarin kesin ve guvenilir olarak tamamlanabilmesi
ise ancak molekiler genetik analizlerle mimkundur (Pa&bo et al., 2004). Arkeolojik
kazilarla elde edilen tarih 6ncesi farkli toplumlara ait kemik 6rneklerinin genetik
profillerinin kiyaslanmasi sonucu, eski toplumlarin birbiriyle veya modern toplumlarla
aralarindaki ilgi saptanabilir (Jones, 2003; Cooper et al., 2004). Arkeolog ve
antropologlarin kurduklari hipotezler de molekuler arastirmalarla dogrulanir veya
reddedilir.

Toplumlarin tarihinin daha iyi anlasilmasi igin eski biyolojik 6rneklerde DNA
calismalarinin bireysel genetik bilgilerin tespitinin otesine gecerek kisiler arasindaki

akrabalik baglarinin belirlenmesi gerekmektedir (Dudar et a., 2003). Eski kemik



...rneklerindeki DNA, ayn€ mezarda grup halinde g...mflenlerin akraba olup olmad€klar€n€
g...stererek bu desi,imi a,€+a ,€karacakpdmtansiyele sahiptir. Bu sebeple s6z konusu
orneklerin DNA analizi ilebiyolojik ili,kilerinin belirlenmesi ...nem ta,€makta@&fin
alanlar€nda bulunan kemiklerin ait oldueu bireyler aras€ndaki akrabal€k ili,kileri; tarih
Oncesi toplumlar€niiktiri, sosybyap€s€ vaile dizeni ile ilgiliveri saslar (Gross, 1992
Haimes 2006. Toplumlar€n tarilerinde gf |If etkilere sahip olan g..., ve ayn€ soydan
yap€lan evlilikler hakk€nda bilgi veffitinkler, 2005).

tskelet kal€nt€lar€ndan DNA elde edilmesi, adilértle de ...nem kazanm&€, t€r.
“fnkf kemik ve di,ler uzun zaman boyunca korundueu i,in analiz etmeye uygun tek
kaynakt€r. Y€llarca ,e, itli ,evre ,artlar€na maruz kalan kemik ...rneklerinden DNA
verilerinin elde edilebilmesi, kaybolan veya bilinmeyen bireylatantifikasyonunda
deserli ve ...nemli bir ara,t€r (T,c@mdAltuncul, 2002). Ancak ¢evresel, bakteriyel ve
postmortem DNA hasarlar€ndan dolay€, eski kalEnt€aNiAreldesi zordur (Pradet al.,
1997; Capellet al.,2003; Loreilleet al.,2007).Ge,mi,e ait DNA 6rneklerinin degrade
yap€s€ndan dolay£€, tarih ...ncesi materyalleri genetik olarakdgtercih edilen molekiil,
,0eunlukla yfksek kopya say€s€ndan dolay€ mitokondNa (mtDNA) olmaktad€r
(O'Rourkeet al.,2000).

Bu ,al€,man€n amac€; Dema*€%ona ait Viafoncatepe blgesindeki arkeolojik
kaz€lardaki farkl€ oda mezardan ,€kar€lm<€, kemiklerin ait oldueu bireylerin olas€ akrabal€k
ili,Kilerini genetik analizlerle belirlemeke bu arkeolojik toplumursosyokfltfrel yap€s€na
bir €,€k tutmaktéBu amaca yonelik olarak, 6ncelikle arkeolojik iskeletlerden DNA eldesi
Lin kullan€lan y...ntemleryerel,artlarda denenmesi, gekli deei, ikliklerin yap€larak

protokollerin Turkye'ye uyarlanmas€ hedeflennmi,t



BOLUM 2

GENEL B€LGELER

YunancaSanthropsfes (BZe+ * Uinsar) ve Slogos%s'f,  bilim) kelimelerinden
olu,an antropolojijnsan€n biyolojik ve kfltfrel ,e,itlilisini inceler, zaman vaekéan
L,indeki benzerlik ve farkl€l€klar€ a,€klamaya ,al€z&mi, ve ,imdiki zamana, biyoloji,
toplum, kulttrve dile ilgi; antropolojiyi sosyoloji, siyaset bilimi, iktisat, psikoloji ve tarih
gibi bir,ok ba,ka alana baslarfunterandWhitten, 1993.

Genel antropolojinirdort alt disiplini, sosyskultirel, arkeolojik, biyolojik ve
linguistik antropolojidir. Kulf rel antropoloji, ge,mi,teki ve gfnfmfzdeki kfltfrel
e,itlilikle ilgile nir. Arkeolojik antropoloji ya darkeoloji,ge,mi,e ait kal€nt€lar elde
ederektarih ...ncesi topluluklar€n sasiktisadi, dinsel ve siyasghp€lar€n@niden
olu,turmaya yard€mc#uo. Biyolojik ya da fiziksel antropolgjzaman venekanicindeki
biyolojik ,e, itlilisi ,evredeki farkl€la,malarla ili,kilendirir, fosilleri, genetisi, bfyfme ve
geli,meyi, bedensel tepkileri ve primatlar€ inceler. Linguistik antropiskgjjasda,
dillerin e, itlili*ini belgeler, konu,man€n farkl€ toplumsal ko,ullarda ve zamardgmas€l

deei tieini ara,t€r€r HunterandWhitten, 1993Kottak, 2001).

FEZEKSEL VEADLE ANTROPOLOJ€

Fiziksel antropoloji; fosil kay€tlar€En€n ortaya ,€kard€+€ hominid evrimi
(paleoantropoloji), insan genetisi, insan bfyfmesi ve geli,imi, insan€n biyolojik esneklisi
ve insard€, & rominidlerin biyoloji, davran€, ve toplumsal ya,am€ olmak ffzekée ilgi

alanlar€naahiptir. Bunlarfiziksel antropolojiyi;biyoloji, zooloji, jeoloji, anatomi,



fizyoloji, t€p vehalk sasl€+€ gibdieer alanlara baslar flunterandWhitten, 1993Kottak,
2001, KatzenbergandSaunders, 20Q08Adli antropolojiise, fiziksel antropolojinin adli
ama,l€kullan€m€ olarak tan€mlan€r ve osteolojiden izyandmisine kadar uzanan bir
dizi konuile ilgi kurar. Bu bilim daler gecen gin daha fadaiplinler aras€ hale
geldisindendieer uzmanlarla i, birlieinin ...nemli oldueu unutulmamal€d€can 1988;
t,canandLoth, 1997;t,can, 2001Cattaneo, 2007).

Adli antropoloji kavram€n€ ilk ortaya atanlardan biri olan Thomas Dwight%ot€r. Bu
d...nemden sonraki geli,meler 1970%olere kadar sfrmf,; bu sfre, i,inde yap€lan ara,t€rma ve
incelemelerle baz€ standartlar ve osteometri teknikleri geli,tirilmeye ,al€,€Im€,, b
,al€,malar i,in materyalin bfyfk bir b...Ifmfnde, bftfnlfefnf koruyan insan
iskeletlerinden olu,an koleksiyonlar (...rnesin, Terry ve HarTardd koleksiyonu)
kullan€lm€,t€r. Bu tfr iskelet koleksiyonlar€ fzerinde yap€lan antropolojik incelemelerle,
...Ifm s&s€ndaki ya,, boy, fiZilap€, cinsiyet, €rk, meslek, al€ kanl€klar, ...If m nedeni,
...Ifm zaman€, kemik travmalar€, kemiklerin ka, iskelete ait oldueu, di,lerle ilg#irye
vb. ,ok say€daki sorumuyan€tlanabilmesi i,in formfller, skalalar, mikro ve
makromorfolojik y...ntemlerle radyolojik kriterler geli, tirilmi,tir. Arkeolojinin bu
a,amadaki katk€s€; yanma, alevin geli, y...nf, iklim, fiziksel kal€nt€lar, makro ve
mikroorganizmalar€n etkisi, arazi yap€s€ gibi ,evre ko,ullar€n€n tespitinde ...nem
kazanmaktad€Krogmanandt,can1986;"...loelu andt,can, 1998).

Adli antropdoji sadece bireysallgularla ilgilenmez, ayn€ zamanda sava,
kurbanlar€ ve kitlesel felakettie de kullan€labilir (MundorfandBartelink,2007).
Antropolodar s€kl€kla olmamakla birliktesan kal€nt€lar€n€n aranmas€nda ve elde

edilmesinde g...rev alabilirler. —zellikle adli antropologlar g...mfIlmf, kal€nt€lar€n doeru bir



.ekilde aranmas€n€ saslayacak teknikler konusunda bilgi sahibi olmé&E€rge,mi,se
ve alan aea,l€ksa, bir g...mf b..igéelirlemenin zorlueu a,€kt€r. Alanda yfrfme,
fotoeraflama ve dieer arkeolojik y...ntemler bilinm&ynun yan€ndzeset arama
kopeklernin, radatar€n veyalerin olmayammezarlarda g...mfIf insan kal€nt€lar€n€n tespiti
icin kimyasal sensoérler yoluyla dekpoze koku analizi yapan ta,€nabilir analitik aletlerin
kullan€mé€ ile ilgili yeni geli,meler de takip edilmelidatéwart, 1979Cattaneo, 2007).
Fiziksel antropologlar, kEsméswhamen iskeletle,mi, kal€nt€larda, ileri derecede
k...mfrle,mi, ve g...myfl,, becenlerin yer ald€<€ olgularda en ...nemli persorigidiip
olgulardag6zlemyapmak, kaydetmek ve materyaplamakosteoloji bilgisini gerektirir
("...loelu andt,can, 1998Cattaneo2007). Adli osteolojijnsana ait olan veya oldueu
san€lan az ya da ,okkeletle,mi, kal€ntéif inceleyerek, adli veya sosgahaclara yonelik
kimlik tespiti yapan bilim dal€d€r..loelu andt,can, 1998).

—-lIfmden sonra ge,en sfre, asl€nda adli antropologlar taraf€ndan cevapland€r€lacak
en zor sorulardan biridir. Bazen bir algun ge,mi, toplumlardan m€, yoksa adli bir olgu
mu oldueunu s...ylemékkins€zd€E-er kuru bir kemik s...z konusu ise, bir antropolog
sadece kemiein arkeolojik, eski veya yeni g...rfndfef ilgili bir fikir beyan eded@Bim
bir ,ey s...yleyemez. Buradawsur...[fm zaman€n€ ...I,mek i,in kKesigontem
olmay€,€d€r. Ancak on be, y€l ileydlifark€n€ belirlemek ...zellikle hukuksal sfre,te

onemli olabilir(Krogmanandt,can 1986 Cattaneo, 2007).

SOSYOKfLTfREL ANTROPOLOJ€
tnsan topluluklar€, sadece al§g@tai, toplumsal etkinlikler ve ili kiler

.er.evesinde de«il, ayn€ zamanda ortak bir kfltfrel geleneee a,€k olma yoluyla ...rgftlenir.



Osrenme yoluyla aktat&rak payla,€lakiltir, toplumsal ya,amayum saslaman€n temel
nedenidir.Tylor%o.a g...re kfltfr, bplumun fyesi olarak insan€n kazand€-€ bilgi, inan,,
gelenek, sanatsal faaliyet, hukuk, ahlaki deeerler ve diser yetenek ve al€, kanl€klar€ i,eren
karmagk bir bftfndfr (Kottak, 2001).

Kultfre temel olu,turan yetenekler;srenebilme, simgesel dgbilme, dli
yonlendirebilmeya,amlar€n€ ...rgftlemek ve ,evreye uyum saeclayabilmek i,in gereken alet
ve deer kfltfrel frfnleri kullanabilmgibi kabiliyetledir. Her ,asda, insan toplulueu,
simgele,tirme ve b...ylekendine 6zglir kfltfr yarat€p onuisdirebilmeyetenesine
sahiptir.Kfltfrel ...zellikler, bir gruptan dieerine yay€labilir. Tki ayr€ kfltfr; ...dfn, alma ve
yay€lma yoluyla kfltfrel deneyimlerini ve uyarlanma ara,lar€n€ payla,abilir. Kfltfrel
o6dunc alma, butin iasl€k tarihi bpunca sfrmf,tfryay€lma, gcler ve ¢ok uluslu
toplumlar arac€l€«€yla pek ,ok kfltfrel ...zellik, ulastf boyut kazan€kyn€ toplumun
ya da ulusun insanlar€, bir kfltfrel geleneei payla,salar da, tf m kfltfrlerde ,e,itlilik
mevcuttur.Ge,mi,teki ve gfnfmfzdekbukfltfrel ,e,itlilik de kilttrel antropolojinin

konusudur(Gross, 1992; Kottak, 2001).

Akrabal, .k

tnsanl€k tarihinin bfyfk bir kEsm€nda insan ya,am€n€ dfzenleyip ...rgftleyen
akrabal€k ve soydanl€k sistemleri, antropolojinin ...nemli bir par,A&€algalar, ,0°u kez
aynéy...rede ya,abirlikte ,al€.€r, dua ederutlama yaparlar (Kottak, 2001).

Tfrk kfltfrfnde Sakraba%o. kelimesi Arap,a Skar—b%. (yak€n) kelimesinin ,0eul hali
olan Sakr—ba%o.dan gelmektedir. Etimoloji s...zlf+fnde “kan ve evlilik yoluyla birbirine bas€

kimseler,h€s€m™ olarak tan€mlan€r. SHESEMIEk%o da Arap,a%odan Tfrk,e%oye giren bir kelime



ve “yak€nl€k, evlilik bas€yla yak€nl€Ek™ anlam€ndad€r. Anadolu%.nun baz€ b...Igelerinde akral
ve h€s€m ayn€ anlamda kullan€lsaralarEndian ba€ olanlara Sakraba%o, olrfergan

evlilikleriyle olu,an yak€nl€klara Sh€sen®i»i bilinmektedir. Tngilizce%ode ise Sakraba%,

halk birliei, aile anlam€na gelen Skin%o s...zcfef ile kar,€langxt(Aly2002).

Farkl€ kfltfrlerdeki insanlar, akrabalar€n€ belirtmekigemn,ik bir terminoloji
kullan€rlarBu terimler akrabal€«€n toplumsal yap€lanmas€n€ yadai@tEhir toplumda
ya,ayan insanlar taraf€ndan ku,aklar boyunca gdiiryerel bir taksonomi vard€r ve
s€n€flay€c€ bir sistelan bu terminoloji, insanlar€n benzerldei ve farkl€l€lar€ nas€l
alg€ad€+€na dayan€m basis€n€fland€Ermgf nf mfzde Amerika%dklllan€lan Eskimo
sistemi olupakrabal€k ili,kilenndeerkek ve kadgar e, it derecede (ikiyanl€) izleniFlirk
toplumunda kullan€la8udan s€n€fland€rma sisisedaha karma,€kt€r, her nesil ve her
birey i,in ayr€ bir terim mevcuttur (Sekil 1). —rnesirEskimo sistemindannenin ve
baba€n erkek kardeSuncle%£z karde, Baunt@tarakisimlendirir. Bu terimler ayn€
zamandabeveynlerirkarde,lerinine,lerii,in de kullan€l€rSudan sisteminde ise bu

bireyler s€ras€yla dagfi)ca teyze, hala, eni,te ve yenge olarak adland€k@iak, 2001).

AOOTAAE

Ego

eekil 1. Sudan &rabal€k s€n€flama sistemi, 1: Anne (MptReBaba (Fathg, 3 4: Day€
Amca(Uncle), 56: TeyzeHala(Aunt) (Kottak, 2001)



Baz€ antropologlar, akrabal€k terimlerinin e«ilim ve davran€,lar i,in bir ipucu
oldusuna inan€rlar. Baz€lar€ bu adland€rmalar€n ki,inin toplumda ta,€d€+€ haklar€ ve
zorunluluklar€ yansg€¢€n€ df ,fnfrken, f,fncf grup bunun eeilimden ziyade s€n€fland€rma
yapmay€ saslad€«€n€ ifade etmektedir (Gross, 1992).

Akrabal€k; tak€mlarda, kabilelerde ve ,efliklerde ya,amsal ...nem ta,€r. B...yle
kfltfrlerde akrabal€k ve soydanl€k, ki,iler aras€ étjkilve siyasal 6rgutlenmenin

dizenlenmesinde temel rol oyn#ottak, 2001).

Aile

Aile, toplumdaki en kf,fk akrabal€k birimi olarak tan€mlanabilir ve toplumlar€
kar,€la,t€rmadeullan€l€r. Ancak ki,ilenerhangi bir biyolojik bas olmadada ailelere ait
olabilir. —rneein evlat edinilmi, bir ,ocuk veya evlilikle bir aileye girmi, ki,i gibi.
Dolay€s€yla aile, kan bas&eyaevlilik ili,kisine dayanan sosyal birimdiAilenin en iyi
bilinen ,ekli; bir veya iki ebeveyn ve onlar€n ,ocuklaré€nda,an ,ekirdek ailedit Bir¢cok
toplumdaaileler, cevrelerinda ,artlar deei tisinde yap€sal véonksiyonel olarak
farkl€la,€r ve ortama uyum sa«(&ross, 1992).

Aile ve dieer akrabal€k baslar€ biregesyal bir kimlikverir, sayg€nl€k kazand€r€r
Ailelerin sosyaldurumy bireylerin esilimlerini ve birbiriyle ili kilerini ,ekillendirir.
Akrabal€k baslar€ bireylerin sahip olaca+€ olanaklar€ belirledmeselidir. Neredeyse her
toplumda var olan miras kurallar€; mallar€n ve deeerli e, yad&rébalar aras€nda,i,ini
belirler. Hatta sadece mallar des-il, rftbeler, gruplar i,indeki fyelikler, siyasal liderlikler
veya Ozel rder de miras gibi aktar€labilir (Gross, 1992).

Akrabal€k sistemlerinin modern toplumlardaki yeri ve ...nemi fzerine yap€lm€,



sosyolojik ,al€,malad, ailenin topluma de-il, toplumun aileye ve akrabal€k sistemlerine
bi,im verdiei s...ylenebilir (Ayaret al.,2002).

Aile ve akrabal€«€n genetkEdan tan€mlanmase€, bireylerinaralar€nda
kal€t€Emsal benzerliklerle belirlenen biyolojik baslara day@&mékler, 2005)Tarihi
mezarlarda soy acac€ olu,turmak i,in yap€lan akrabal€k analizleri, antropolojide her zaman
eksiklisi duyulan bir konudurBireylerin veyapopulasyotar€n ili,kilerini belirlemek i,in
genetiei yans€tan morfolojik ...zellikler kullan@a,ok giri,,im mevcuttur. Ancak
benzerlikleri g...stermek fenotipik ...zelliklerin dayas®idir. Tnsan genom projasi
rasmen bir,ok fenotipik ...zellisin genetik alt yap€s€ halen bilinmemektedir. Bu sebeple
birey idantifikasyonu ile akrabal€+«€n ortaysaf@tmas€n€ saslayan, kodlama yapmayan ve
yuksek polimorfizm gdsteremolekiler analizlertarini antropolojide blyuk bad€md€r

(Hummel, 2003).

Evlilik

Yeni bir ,ekirdek ailenin temeli olan evlilik, genel olarak erkek ve kad€n aras€nda
kurulan birlik olrak tan€mlanabilir. Ancak hi,bir evlilik tan€m€, tf m toplumlara kolayca
uygulanabilecek kapsamda de-ildir. —rnecin; e,cinsel evlilikleri kabul eden baz€ uluslar
oldueu gibi, ,oeul evlilikleri yasal olarak g...ren toplumlar da vard€r (Kottak, 2@idgok
topluma uyan bitan€mevlilisin S,ocusun sosyal kimlisini ve hukuksal durumunu
olu,turan yaz€I€ veya s...zlf bir anlagitabéadur. Bu anla,ma, cinsel birliktelik hakk€n€
verebilir ve mallar€n payla,€m€nda df zenlemeleri de i,erebilir (Gross, 1992).

Evlilik kiltirel olarak evrenseldir v@nsellik, Gremeoealma, ekonomi ve esitim

olmak lUzeraeddrt 6nemi sosyal i,levi yerine getiri{fKottak, 2001). Evlilik; para, e,ya,



emek gfcf, ,ocuk hakk€ ve sosyalgera kat€l€m gibi deserlagerir. Baz€ toplumlarda
damat taraf€ndan gelinin ailesine pardenmesi yayg€nd€r. Baz€lad@rgidinin ailesi, bir
miktar parasaslamak zorundad€r (Gross, 1992).

E,ler ve onlar€n akrabalar€ aras€nda sosyal olarak dritaiméS€mI€k ili,kisi™
kuranevlilik, gruplar aras€ndmla,mdarlatoplumsal ...rgftlenmeyi d€,ar€ya vy.. (medtjr
evlilik). T, evlilik ise ki, iyi ait oldusu grup i,inde evlenmeye zorlaBu, kimi zaman ayn€
aile i,inde bile ger,ekle,ebilir(Kottak, 2001). —rne«in,capraziday€ oelu hala k€z€, hala
oelu- day€k€z€) veya paralel (amca kér€ca o°lu, teyze k€zieyze oelu) yeeen
evlilikleri (paralel-cousin or crossousin marriageyorilebilir (Ayanet al.,2002. Ayr€ca
bald€z evlilisi (bir adam<€n, ...Imf, kar€s€n€n k€z karde,iyle evlenmesi) ve/veyaday€nbira
evliliei (bir kad€n€n, ...Imf, kocas€n€n erkek karde, iyle evlend@esycuttur(Kottak,
2001).Akraba evlilikleri(consanguineous marriag€p alan€ndaki ,al€,malarla bir sorun
olarak kendini gosterse de, kokleri taniterken donemlerindayan€r vekraba
evliliklerinin ; geleneksel, t...resel ve ...rf— nitelikli kfltfrel boyutlar§Ayad€t al.,

2002).

Tark kalturindetslam ...ncesi @mmakraba evlilisi a,€s€ndan farkl€
coerafyalarda ve farkl€ kfltfr ortamlar€ ile etkile,imde nas€l bir dururardisirsn
ayréEnt€l€ olarak tespit edilmesi ba,l€ ba,€na bir konudur. Ancak genel olarak Arap kfltfr
.evresinden farkl€l€klar g...sterdiei, Tslamiyet%.in kabulf ile bu iki kfltfr ,evresinin ...nemli
df zeyde etkile,ime girdisi baz€ kaynaklarda belirtimektedifnGel ara,t€rma verileri,
...zellikle Anadolu%o.da dikkate deeer oranda akraba evlilisine i,aret etmektedir. Tlk bak€,ta
bu orar€n yfkseklisi, kentle,me, esitim ve refah dfzeyinin df ,fk olmas€ ile a,€klanabilse

de, daha ¢ok kilttrel nedieoldueu izlenimi dosmaktad€r (Ayaet al.,2002).
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Akraba evliliklerinin oran€, endf strile,mi, Bat€ toplunmde€,ok df,fk olmas€na
rasmen; Turkiye baz€ Asya ve Tslam flkeleri galsiraba evlilisinin yfksek oldueu flkeler
aras€ndad@erek etnik koken, gerekse bireyleriniy@i y...relere g...re akraba evliliei
oranlar€nda ...nemli farkl€l€klar bulunmasg€, bu tip entilikédenleri aras€nda y...resel ve
kfltfrel geleneklerin ...nemli bir yer tuttueuna i,aret etmektedir (Ayah,2002).

Ensestin yasaklanmas€ ve d€, evlilikakar€, insanlar€ e, se,mek i,in aile d€,€na
y...nlendirir. Bu durum, yeni hanelerin olu,umuna sebep olur. Her toplumda yeni hane
olu,turmak i,in kurallar veya tercihler vard€r. Evlilik sonras€ yerle,me kuraflal€hen
Jiftlerin nerede ya,ayacaklar€ hak&kdaki tercihlerini veya zorunluluklar€n€ belirler.
Patrilokal (erkek taraf€nda) ya,am, damad€n ailesi ile beraber veya onun ailesine yak€n
oturmakt€r. Bu, geleneksel “in toplumunda tercih edilen bir kurald€r. Matrilokal (kad€n
taraf€nda) ya,am ise, gehrailesiyle birlikte veya onun ailesine yak€n oturmakt€r.
Arizona%oda ya,ayan Bat€l€ Apa,i KEz€lderitilatrilokaldir. Glnimizdaeolokal (yeni
bir yerde) ya,am da g...rflmekteditler hem gelin hem de damad€n ailelerinden uzakta,
bas€ms€z bir yerdgurmay€ tercih ederler (Gross, 1992).

Arkeolojik gruplar, ...zellikle avogplay€c®plumlar,df,fk df zeydee,,itliliee
sahiptir; cuinkl a nifushr€ kendi aralar€nda ,iftle,meye waiksek genetik kaymaya sebep
olur (KaestleandHorsburgh 2002. Bunun yarEnda akraba evlilikleralel frekanslar€n€n

Hardy-Weinberg dengesinden sapraayeden olabilir (Gerstenbergstral.,1999).

MOLEKfLER ANTROPOLOJ€

Organizmalardaki bfyfk molekfllerin yap€ ve fonksiyonlar€n€ inceleyen molekfler

biyoloji, elde ettiei bilgilerle bir,ok bilimsel alana katk€ saelar ya&yeni bilim dallar€

11



olu,turur. —rne«in molekfler psikiyatri, beyindeki molekfllerin i,lev bozuklusunu
inceleyerek mental hastal€klar€ te,his ve tedavi i,igimilerde bulunmay€ hedefle
Molekuler analizlergski ve modern toplumlaras€ndaki evrimsel baslant€lar€ veya
toplum i,indeki yak€nl€ki, kilerini belirlemeye yarayarak, antropolojiye de yard€mc€
olmaktad€rGenetik yap€daki benzerlik veya farkl€l€klar, insan gruplar€n€n coerafik
k...kenleri hakk€ndagbiVerir. B...ylece antropolojinin ilgi alan€ olan g..., ve yerle,me
Ozelliklerinin zaman icide geli,imi takip edilir;toplumlar€n ya,ay€, df zebeslenme
al€ kanl€klar€ vl gomne gelenekleri ile ilgili versaelan€ (Brown, 2006)Zaman ve
kfltfr a,€s€mmhfarkl€ olan ...If g...mimecok sosyal, fiziksel, dini ve ekonomik faktérden
etkilenir. Askeri mezarl€klar, kimsesizler mezarl€«€, kilise mezarl€klar€, k...y mezarl€klar€,
aile mezarl€klar€, an€tmezarlar, vb. uzun biiriséalar€n kendilerini kimliklemdlikleri
veya organize ettikleri ,e,itli yollar€ (akraba gruplar€, din, sosyal s€n€f veya meslek)
yans€t€r (Stodder, 2008).

Sosyal bilimlefe modernbiyolojinin kesi,im noktas€ olan molekfler antropoloji,
son y€llarda ortaya ,€km€,, bir bilimsel alan@&tein ve nikleik asitler gibi buyuk
molekfller kullan€ld€«€ i,in Smolekfler¥o, toplumlar€n tarih ...ncesindeki yap€lar€yla ilgili
bilgiler elde etmeye yarad€+€ i,in Santropoloji%o. kelimeldadk edilir Molekiiler
antropoloiji, ilk kez 1962%o.deki bir apioloji konferans€nda biyokimyager Emile
Zuckerkandl taraf€ndan “biyomolekfllerin yap€s€ndaki farkl€l€klardan yararlanarak insan
evrimini incelemek™ tan€mé€ ile kullan€lm€,t€r. Buradaki ,eli ki, alan€n bir ,e, it antropoloji
bilimi gibi durmas€na kar,€l€k}@nda antropolojik sorulara uygulanan biyokimya
teknolojisi olmas€d€r. MarkgZe®2)gore; molekuler antropoloji, sadece molekuler

teknikleri antropolojiye uyarlamaktan ¢ok, antropolojik bilgiyi molekuler verilerle
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birle,tirdisinde ge,erli ve kal€c€ olur

Paleontoloji ve arkeolojiye dayanan geleneksel antropoloji, art€k gfnfmfzde
molekfler biyolojiden de yarar saslamaktad€r. Molekfllerle ilgili bilgiler, paleontoloji ve
arkeolojinin ...nemini desitirmez, daha fazla veri saslayarak bu bilim dallaréydaéde
antropolojiye katk€da bulun(varks, 2002; Cunhat al.,2006).Baz€ olgularda sadece
gendik analiz yap€lmas€ yeterlnaz, ,fnkf molekfler ara,t€rmajantropolojik verilere
ihtiyac duyar.Y a,, veya boy gibi ...nemli biyolojik bilgilesaslamak geetik analizlerle
mumkundeeildir. Antropolojik kimliklendirme DNA laboratuvarlar€ taraf€ndan analiz
edilecek ...rneklerin say€s€n€ azalt€r. Bu sebeple pozitif idantifikasyon yap€labilmesi i,in
antropoloji ve genetikarkeolojik verilerlebirlikte kullan€lnal€d€fimaizumiet al.,2002;
Capelliet al.,2003;Cunhaet al.,2006 Christenseret al.,2007).

Her tfrlf arkeolojik kal€m€nmolekiler tekniklerleanaliz edildiei bu alan,,e,,itli
ara,t€rmac€lar taraf€ndamolekilerveya biyomolekilearkeoloji™’biyoarkeoloji™ ya da
~arkeogenetik Blarak da adland€r€lmaktad@&ellikle nesli tfkenmi, canl€lar€n
fosillerindenelde edilen genetik ...zelliklerin modern ...rneklgdslkEmas€ i,in yeni bir
yoldur. Biyomolekuler arkeolojifizik, kimya, jeoloji ve mo¢kuler biyoloji ile disiplinler
aras€ ,al€,malar yaparakrim,g...,, beslenme, evcille;me gibi konularda dnemhilgiler
saslarken,paleopatoloji iastal€klar€n tarihinin belirlenmeka deilgilenir (Capelliet al.,
2003;Renfrew 2003 Stone, 2008

Antropoloji ve arkeoloji bilimleri, ,e,itli ama,larla ger,ekle,tirilen molekfler
dfzeyde analizlerle daha ayr€nt€l€ ve kesin bilgiler elde etmeyi saslar. —rne«in; modern
insan€n evrimi ve g..., yollar€n€n ara,t€r€lmasg€, tarih ...ncesi toplumlar€nladgyal yap€

kfltfrel ...zellikleri, ekonomik dfzenleri, beslenme al€ kanl€klar€, sasl€k sorunlar€, ya,ay£€,
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tardar€ geleneklerinin anla,€lmas€, hayvanlar€n evrimi ve birbiriyle filogenetik
yak€nl€klar€, evcille, tiriime zamanlar€, beslenme al€, kanl€klar&éinbékileri ve
birbiriyle filogenetik yak€nl€klar€, Neandertaller ve modern insanlar€ da i,eren nesli
tfkenmi, ve ya,ayan cd€lar€n filogenetik ili,kilerimolekfler tekniklerle ara,tEr€l€r.
Bunlardan her biri kendi alan€nda ...zel ve ...nemli veriler s&-lggaehanlamda

antropoloji ve arkeolojiye destek ve(irablo 1)(Marks, 2002 Stone, 2008

Tablo 1. Biyoarkeoloji uygulamalar€, antropolojiye katk&séholekiler analiz yontemleri.

Uygulama Katk, Molek...ler €taret
Genetik cinsiyetlendirme | Evlilik ve 610 gdbmme Cinsiyet kromozomlar€
gelenekleri, cinsiyetlere
g...re ...Ifm, hastal€k,
beslenme ve statf oranlaré

tnsaa ait olmayaraDNA | Avc€l€k, beslenme Mitokondriyal DNA,
davran€,lar€, bitki ve hayvi kloroplast DNA%oS€,
evcille,mesi, ,evresel otozomal DNA
rekonstriksiyon

Anne/baba taraf€ndan Sosyal yap€, statf, evlilik, | Mitokondriyal DNA,

akrabal€k 0l gémme gelenekleri, go( otozomal DNA, cinsiyet

kromozomlar€
Populasyordevaml€l€«€ v¢ Tarih ...ncesi toplumlar€n | Mitokondriyal DNA,

yer desi,tirme g....f, gruplar aras€ -ataun | otozomal DNA, cinsiyet
ili ,kileri, benzer veya farkl€ kromozomlar€
morfolojik ve kilturel
kal€nt€lardan eski gruplar
arasg€ ili,kiler

Filogenetik Tfr evrimi, insan€n k...ken Mitokondriyal DNA,
rekonstruksiyon otozomal DNA, cinsiyet
kromozomér€

(KaestleandHorsburgh, 2002)

BEYOARKEOLOJEK ORNEKLER VE GENET€K MATERYAL

Arkeolojik kaz€larla elde edilmi, kal€ntélaeya mfzelerde korunan nesli tfkenmi,

canl€lara ater turltbiyolojik 6rnekte genetik materyalimalen var oldusulk kez 1984te
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tespt edilmi,tir (Higuchiet al.,1984. Ard€ndan ,e, itli ara,t€rmac€lar bir,ok farkI€ tarihsel
...rnekle ,al€, malar yaparak, hem yeni bir bilim dal€n€n olu,umuna katk€ saslam<€,, hem de
disiplinler aras€ i,birlisinin ...nemini ortaya ,€karm&€, lard€r.

Uzun y8ar ...ncesine ait biyolojik ...rneklerdeki DNA, Sge,mi,ten kalan, ge,mi,e
ait%o anlam€ndm&eni%o olarak ifade ediimekte ve aDNA k€saltmas€yla kullan€lmaktad€r
(HerrmannandHummel, 1994). Baz€ Tfrk,e kaynaklarda aDNA i,in, Seski%o anlam€
ta,€yan Santik DNAGtimesi kullan€lm€, tehkkaya, 2003Gokeiimen, 2004Giral,

2007). Ancak kelime, Orta "ae ...ncesi tfm zaman anlam€na gelen Antik "a*%.€ ifade
ettisinden, Tfrk,e%.de Santik DNA%o teriminden bahsedilmesi, Antik “as%oa ait DNA%.n€n
anla,€lmas€na neden olabil¢iteBu sebeple kullan€lmagédih edilmemi,fr. “al€,man€n
devam€nda biyoarkeolojik ...rneklerdeki DNA%oyE ifade etmek amac€yla, hg %o,
Seski DNA%o terimlggya SaDNA%o k€saltmas€ kullat€ime,

Tarih boyunca ,e,itli ,evre ,artlar€na maruz ka€, biyolojik ...rneklerdeki nfkleik
asitler,postmortemhasarlar sebebiyle bozulmu, ve par,alanm€ t€r. Ancak bu engelleri
ortadan kald€rarak daha verimli ve gfvenilir DNA analizleri yapabilmek i,in bilim
dfnyas€nda geli,tirilen yeni teknikledea,t€rmaladevam etmektedir (Kaesténd
Horsburgh 2002).Gfnf mfzde di,, kemik, korunmu, yumu,ak dokular ba,ta olmak fzere
arkeolojik kaz€ alan€nda bulunabilen veya mfzelerde korunmu,, olan canlékiavakel
gibi muze ornekleri (Cooper, 1994; Wisdyal.,2004; Stuaret al.,2006) ta,la,m€, gfbre
(Poinaret al.,1998 Reinheirdet al.,2007), ge,mi,e ait bitkiler (Gugerliet al.,2005),
polenler (Parducat al.,2005), bitki tohumlar@Poinaret al.,1993; Rolloet al.,1994a) ve
fosillerden(Golenberg1994; TaylorandSwann 1994)ba,ar€yla DNA elde débilmesi

mumkunduraDNA al€,malar€ g...z ...nflie€xsa, her hfcredeki yfksek mitokondriyal
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ve/veya kloroplasDNA kopya say€s€, bozulmam€, ve par,alan@dNA k€s€mlar€n€n
eldesinde ,ekirdek DNA%o.s€manla dahdazla ba,ar€aslar. Bu sebeple bugfkadar
,0°u aDNA ,al€,mas€ da mitokondriy&®INA fzerinde yoeunla,m€,t€r. Ancak geli,tirilmi,,
teknikerle baz€ ara,t€r€c€lar eski ,ekifddlA%o.sBzininde de ba,ar€ saslam€, lard€r
(Clissonet al.,2002; Wily et al.,2004; Stuaret al.,2006). Bu, aDNA ile test
edilebilecek potansiyel hipotezleri ...nemli ...l,fde geni,letir (Kaestldorsburgh 2002).

Tarihsel biyolojikmaterya) diyageneziretkisiyle zaman icinde kenu 6zgu
kimyasal ve/veyagp€sal ..lkklerini kaybeder.Diyagenez, gébmildikten songolojik
materyaldeba,layan fiziksel, kimyasal veya biyolojik her tfrlf desi,imi ifade eder.
Y fksek s€cakl€k ve yeryfzfndekinden dfgfduk,a sabit nem ko,ullar€, diyagenezi
h€zland€r€r (Bollongiebd., 2008).Bunun d€,€nda radyasyon (esasen UV), pH ve
oksidatif ajanlar da diyagenez alt€ndaki aDNA%oy€ etkiler. Desi,ik dokular, farkl€ hfcreler
ve hfcre i,eriklerinden dolay€, diyagenezden farkl€ derecelerde etkilenir (Heanthnn
Hummel, 1994)En erkerdekompoze olan dokula€ras€yksindirim sistemi organlar€;
ard€ndan kalp ve diser dola,€m sistemi organlar€; sonra akcieerler, karacieer ve safra; bunu
takiben beyin ve sinir sistemi; kas sistemi ve en son iskelet sisteminin kolajen i,eren bae
dokusudurStodder, 2008)-zellikle kemikte bu deei,imi a,€+a ,€karacak belirli
parametreler s...z konusudur. Kemisin kolajenei,gnistolojik bftfnlfef, poroatesi (su
alabilme kapasitesi) ve kristallieinin ara,t€r€imas€ bu a,€dan yarar saelar. Kolajen geriei v
histolojik yap€ diyagenezin etkisi olarak bilinirken, mite®ve muhtemelen kristallik
kemiein ,evresine cevab€n€ deei tiren fakt...rlgtdedges, 2002).

Cevrenin materyalinfiziksel ve kimyasal korunmas€na etkisinin tespit edilmesi

amac€yla yfrftfleal€,malar biyomolekfleara,t€rmiarda ...nemli bilgiler salar ve
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degradasyon mekanizmefa€n anldp€as€toprak dzelliklerininbilindisi durumlarda
kemisin muhtemel korunms€ntahmin edilmesi,in kullan€labilir. Ortam€n pH%.€ kemik
diyagenezinde biydrol oynar.A,€nd€r€c€ (korozif) topraklardan elde edilen kemiklerde
hem makroskobik hem de biyomolekiler seviybfigfk hasar g...rflfr. Kuzey tsve,,
Finlandiya ve fsko,ya%on€n baz€ b...Igelebndgkiopraklarda hemen kaz€ gigrak
Oornein al€nmas€ .rihe (NielsenMarshet al.,2007).Arkeolojik kaz€larda g...rev alanlara
gore, kumlu birikintilerden ve/veya sulu dizliklerden elde ediamniklergenellikle daha
por...z ve kolay ufalan€r durumdagiék df ,,f k s€cakl€klar ve kuru bir ortam ise
mikrobiyal hasar€ engeller (Hedges, 2002)suk, kuru ortamlardan elde edilen érneklerde
DNA hasar€n€n az oldueu, bir,ok ara,t€rmac€ taraf€ndan belirtiimekigshrdt al., 1996
Wayneet al., 1999;Ricautet al., 2005Bollonginoet al.,2008). Biyoakeolojk

orneklerde DNA%on€n korunmas€ esas olama&ein ya,€ndan ,okevresel faktorler ile
ilgilidir ( Burgeret al.,1999;Ricautet al.,2005; Gambat al.,2008).P&aabo ve
meslekta,lar€1989), ...rne«in ya,£ ile DNA hasar&s€nda bir ilgi bulamam€,iross

(1994)ise...rneeirya,€ ve DNA eldesi aras€ndes bir ili, ki bulundusunu belirtmi,tir.

Kemik

Genellikle en uygun aDNA kayna<€ olarak bilinizolasyowe amplifikasyon
ba,ar€s€ doku tipinden bas€ms€z olmakla birlikte @i als§996; O%.Rourke al.,1996);
deneysel ,al€, malar, kemikten elde edilen DNA'n€n yumu,ak dokulardakinden fazla
oldueu df,fncesini desteklemektedir (Tuross, 1994).

Vucuttakafatas€, kaburga gibi yaksénikler vekol-bacak kemikleri gibi uzun

kemiklerbulunur Uzun kemiklerdeepfizlerde stingerimsi (trabekuler),difizde ises€k€
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(kompakt, kortikal) doku yer aldree vemeslekta,lar€ngore (1991), kaburgalar gibi
sfngerimsi kemikler, s€k€ kemiktem 2@ kat daha fazla DNA eldesi saslar, ancak
kontaminasyona a,€k olmas€ sebkehiyzgfn olmad€-€ da tart€, €lmaktad€r (Pansbns
Weedn 1996;Parret al.,1996;0%cRourket al.,1996).Bu sebeple ge,mi,ten kalan
kemiklerde daha yoeun, sert, kortikal tabaka varl€+€ ...nemlidir (Cooper, 1994).

Hagelbergre meslekta,lar€991) kemik dneklerinin mikroskobik olarak
korunmu,, olmas€yla DNA eldesinin aras€nda bir ilgi oldueunu; ancak ...rneein ya,€yla bir
baslant€s€n€n bulunmad€«€n€ g...zlemlemiferdiifikasyon ba,ar€s€ ile kemisin ya, €
aras€nda bir ilgi kurulmamé€, t€r (von WwSdbwarket al., 2003).

tskelet dokular€ndan bir,0k ,ekildenekal€nabilir. Kf,fk par,alar kullan€labilir
veya uzun kemiklefedelik a,€larak ya da orta kE€s€mdaki s€k€ dokedarmml€narak
incelenebilir(Motoc et al.,2009).Bu s€rada lezyonlu iskelet ...rneklentaminasyona yol
a,aca<€ i,in lezyonsuz olanlar se,ilmelidir. O%c.Rourkemeslekta,lar@000), kugik
kaburga par,alar€ se,ilmesini tavsiye etmektedir, ,fnkf bunlar her birey i,in ,ok say€dadér,
en az morfolojik ve paleopatolojik ...neme sahiptir ve EEki€ke veya arkeolojik
koleksiyonlarda kullan€lmaz.

Kemikler ,0k ,e, itli ,artlara maruz kal€r ve bunlarddur,oeu kemisin yap€s€n€ ve
bile,imini ...nemli derecede desi, tirir (Stout, 19748¢mik degradasyonu iki olayla
ger,ekle,ir: biri mikroorganizmalataraf€ndan h€zl€ ger,ekle, tirilir, dieése daha yava,
olan kimyasal degradasyondur (Snethal.,2003).

Hidroksiapatit(HA) ve kolajen, lemisin kendine ...zgf yap€s€nda buliknan
molekuldir veDNA ,al€, malar€ndatkili oldueu bilinmektedit Bu sebepl&emiklerdeki

DNA%on€n varl€«€, hidroksiapatit ve kolajenin tespitiyle bdbitleg@otherstromet al.,

18



2002).DNA%on€n hidroksiapatite baslandradunmadan kald€«€ belirlenmi,tmolekiler
biyolojide nuklek asitlerin baslanmas€ i,ikullan€l€r§ambraok andRussel, 20011

Hidroksiapatitveyahidroksilapatit [Cay(PQy)s(OH).], bir inorganik mineral olarak
kemiein %70%oini olu,turuAyr€ca di,te de bulunu#39.8 kalsiyum vé618.5 fosfor icerir
(Burton, 2008)Ge,mi,e ait kemiklerde DNA%o.n€n varl&droksiapatitteki kristallik
(degradasyon) arté|€ tersili,ki li, kolajen korunmas€ ile doeru orant€l§G&therstronmet
al., 2002).Kemi«in asidik ortamlarda makroskobik ve mikroskklhasara daha fazla
usramas€n€sebebi, var olan mikrobiyal akttenin hidroksiapatitin bryite
par,alanmas€nsebep olmas€d€r. Hidroksiapatit ayk€aodisi icingerekli olan7-7.5 pH,
6-7%oye indisinde oktalsiyum fosfata d...nf,fr (Jackesl.,2001).Hidroksiapatitin en
stabil hali pH 7.8%.de g...rftamdaki su, apdtiparcalamada en buylk etkendksidik
topraklar d&kemiein yap€s€ndakalksiyum fosfat€ ,...zerek, apatiti par,alar. Kire,ta,€ gibi
alkali ,evre ise asitin degradatif etkilerini tamponlar ve kemik apatitini korur. Dieer
yandan alkali ortamlarda ve karbaokkit varl€«€nda apatitin par,alanmas€n€ artt€ran
bikarbonat olu,urAyn€ ortamdan al€nan kemik ...rneklerinde farkl€ korunma durumlar€ da
g...rflebilir. —rnesin kemiein yan€nda bulunan bir kire,ta,€ veya ,...mleklerin varl€«€,
kemikteki apatiti korumuglabilir, maearalarda kenarlara yak@arandrnekler
duvarlardaks€z€nt€lardan doldgéa fazla bozulabilir ya da bak€r i,eren metal nesneler
bakteriyel bfyfmeyi engellediei i,in, bu tip nesnelerle birlikte g...mflmf, kemiklerde iyi
korunma 0Ozellikleri gorulebiti(Bollonginoet al.,2008).

Kolajentip I, kemiein organik faz€n€ olu,turan ana prad@irBu fibriler proteinin,
kemiein hidroksiapatitine yfksek bir afinitesi vard€anda ,...zfnmf,, halde bulunan

hidroksiapatit minerali, organik matriks sentezlendierkatlanan kolajen molekulleri
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aras€ndaki bo,luklara yerlefschweitzeret al.,2008). Bu sebepledtajenin korunmasg€,
hidroksiapatitin korunmase€ ile ilgilidiG6therstrénet al.,2002).Kolajenin yap€sal
...zellisi olarak aminoasit bile,imi s€n€rl€ltutve her f, aminoasitten sonra glisin yer al€r.
Kolajen belirteci olarak aminoasit analizleri lebgple %30 glisin oran€ verir. ce,If helikal
peptid zincirlerindemeydana gelemolekf1, belirli aral€klarla birb Gzerine katlanarak
proteine suda ¢ozureme ...zelliei veremolekfler ,apraz baelar olu,turur. Bu yap€,
elektron mikroskobunda bantlar olarak g6zlenir, ancak degradasyonda inter molekdiler
,apraz baelar k€r€ld€+€ i,myn€ g...rfntf al€namaz (Schwestzar,2008).Kolajen ¢apraz
baslarla gf,|f basland€«€nda, hidrolitik kayba kar,€ stabilize olafiliedges, 2002).
Arkeolojik kemik ...rneklerinde DNA%o.n€n varl€+€ ile kolajen miktar€ aras€nda benzer
bir ilgi bulunmu,tur (G...therstr. etral.,2002).Kemikte yliksek miktardki kolajen kayb€,
mikrobiyal zararlarla ili,kilidir (Hedges, 2002). Kemisin mikro yap€s€n€n ...Ifm sonras€nda
bozulmas€, mantarlar€n ge,itler a,mas€ de-il, bakteriyel hasard€r. En ,0k bilinen
Clostridium histolyticumkolajeni parcalayan bir enzim olan kolajenaz Uretir ve kemikteki
kolgjenin yEkEmE€na sebep olarak histolojik yap€y€ bozar gealk@901).Mikro
organizmalda ciddi anlamda bula,m&jr kemikte en az %80 kolajen kayb€ g...r€igk.
s€cak iklimlerden elde edilenk eskikemiklerde ise, €s€ya duyarl€ kolajen kayb€
mekamzmalar€ ka,€n€lmazd<€r, ,fnkf s€cakl€k kolajeninmmaksiiktarda kalmas€nda
blyuk bir faktérdir Bunlar,kemiein histolojik yap€s€n€ da ...nemli ...I,fde ekdlajen
I,eriei az olan kemiklerde zay€tlosal deserlere yak€n kolajen miktar€na sahip kemaikle
iseiyi bir histolojik korunmag6zlenir(Hedges, 2002). Ancakap€sablarak ¢ok iyi
korunmu, bir kemikte kolajen kayb€n€n h€zI€ oldueu ...rnekler de s...z konusudr (Smith

al., 2002).Kemiktekia€rl€k kayb€ (~%20) perozite art€pEN~%50 ,0°u, kolajen
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kayb€na baslan€iedges, 2002)Arkeolojik kemiklerde porozite artt€k,a yosunluk azal€r,
bu canl€ kemik dokusundakir@rsidir, yoeunluk artt€k,a porozite artar, ,fnkf por...z
kemiein d€, yfzeyind&alsiyum karbonat biriki(Jackest al.,2001).Polar€n
boyutlar€Enda meydana gelen deei,me olan porozite, diagenezle ilgili bir belirte,tir
(NielserMarshandHedges 1999) veDNA eldesinde ba,ar€ i,in yardEmc€d€r (Gikbert
al., 2005).Kemikteki bir ba,ka mineral baslayan protein olan osteokalsinzi® sireli
stabilitesinden dolay€ aDNAI€, mdar€daanaliz edilen bir molekuldur (Nielsdlarshet
al., 2005; Buckleyet al.,2008).

Arkeolojik kemiein histolojisinin, dieer analizlerle birlikte deeerli bir y...ntem
oldueu s...ylenebilir (Jaes al.,2002).tskelet kal€nt€lar€nda histolojik korunman€n
amplifiye edilebilir DNA%on€n en iyi belirteci oldueu ,e, itli ara,t€rmac€lar taraf€ndan
bildirilmi,tir ( Colsonet al.,1997, Al-eniziet al.,2008).

Bir ,al€,mada Yak€n Dos(KE€br€s, Gfrcistan, tsrail, SuriyéKiye) 6rneklerinin
Avrupa%oya g.dehapor...z ve yumu,ak yap€da oldusu, DNA elde edilen baz€ ...rneklerin
amplifikasyonunun zor olduebelirlenmi,, Avrupa i,in amplifikasyon ba,&s€yla toprak
tipi aras€ndhir ilgi tespit edilmi, tir. Kirecli topraklardakiornekledenba,ar€yla DNA
,0calt€labilmi,, df, fk pH%ol€ tojtarda DNA eldesi zorla,m€, t@ollonginoet al.,2008).

Kemikte en fazla bulunan elementler olan kalsiyum ve fosfor d€, €eda|asent
analizleri yap€l€rsmleodiet hakk€nda bilgi edinilBtronsiyum, baryum, kur,un, ,inko;
kolayl€kla kalsiyumun yerine ge,ebilir ve kemikte birikir. Analizler, antropologlara tarih
...ncesi canl€lar€n herbivor veya karnivor olduklar€ ile ilgili bilg{Barton, 2008).
Paleodiet ara,t€rmalar€nda stabil aaibplar€ da kullan€labilir. Kemik ve di,lerinmaral

k€sme€ndan karbon, oksijeatoplar€n€n analizi de mfmkfndfr (Katzenberg, 2008).

21



Dit

Di,, ...rnekleri, kemiee g...re kontaminasyona dalailimlidir veya kontamine
olmu,sa dekontamine edilmesi dahadyl€(Gilbertet al.,2005 2009. Di,ten nfkleer
DNA%on€n amplifikasyon ba,ar€s€, kemise g...re daha yfksek olarak tespit &ideniftir (
et al.,2005;Zierdtet al.,1996 Meyeret al.,2000. Nelson ve Melton (2007), yfz on alt€
iskelet ...rneeinde fendan sonra di, ...rneklerinden ba,ar€yla (%90) DNA profili elde
etmi, tir. Alakog (2007tarih 6ncesi Var¥oncatepe toplumunun arkeolojik di,
...reklerinden DNA analiz etmi, ve sonu,lar€ odontometrik verilerle kar,€la,t€rm€, t€r.

Di,in ta, ve k...k olmak fzereiitemel kEsm€; mine, dentin, sement ve pulpadan
olu,an d...rt ana doku tipi vard€r. Ta,€n g...rflen k€sm€ sert mine tabakas€ ile kapl€d€r.
Minenin %97%osi inorganiktir, hidroksiapatit i,eBunun d€ndayar€ sert doku olaentin
bulunur.Dentinde kemikten aha fazla kalsiyum fosfat (%75), daha az kolajen (%18)
vard€rSemenise, kokyfzeyini ...rten ince tabakad€r. Di,in ...zfnde kan damarlar€ ile
sinirlerden olu,an yumu,ak doku, pulpalunur ve genetik materyal a,€s€ndan di,in en
...nemli kEsmEdsedtt, 2008

aDNA kaynae€ olarak di,i kullanman€n, her birey i,in ,0k say€da ve bas€ms€z
...rek olmas€ndan dolay€ avantaj€ vard€r. O%dRmaslekta,larfEn (2000) belirttisine
g...re, ditteki ,frfk DNA kontaminasyonuna izin verdisi i,in saslam di,ler se,ilmelidir.
C€kmamé€,, di,leri kullanmak riski artt€r€r.

Di,ten DNA izolasyomunda; di,i toz haline getirme, kesme veya di, kanal€ yoluyla
pulpaya girme gibi farkl€ haz€rlama y...ntemleri kullan€labilir (O%eRaiirtk800). Di,
tozunun rengindeki farkl€l€k amplifikasymm,ar€s€yla ilgili deeildir (Drancouwet al.,

1998). Tfm di,i toz haline getirmek; pulpa yuvas€na giri, i,in kesilen di,e g...re daha fazla
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DNA eldesi saslar, ancak daha fazla degrade DNA elde edilir (Sehigh,1993). Di,,i
kesmekpulpay€ ald€ktan sandi,i yap€, t€rarak birle,tirmeyi mfmkfn k€lar, gé&Eyla
daha az tahrip edicid{Drancourtet al.,1998;Merriwetheret al.,1994). Di, kanal€
yoluyla pulpaya girmek ise, i, dokunun etkin bir ,ekilde alEnmas€n€n zor olmas€ndan
dolay€ Smithve ara,t€c€lar§€1993)taraf€ndan ...nerilmemektedir

S€cakl€k ¢87° C), nem $20 %98), pH (3.010.0), deniz suyuna maruz kalma,
bahcede, toprakta veya kumda gomilme gibi cevresel faktriy ...rneklerinden elde

edilen DNA miktar€n€ ...nemli derecede etkileimaldirilmi,tir (Schwartzet al.,1991).

Yumutak Dokular

Tarihsel biyolojik ...rneklerden ger,ekle,tirilen ilk DNA ,al€,malar€nda yuku,a
dokular tercih edilmi,tir (Higuchet al.,1984;Paabo, 1986 Sert dokulardan tipleme
yapman€n zor oldusu durumlardearsa yumu,ak dokular kullan€larak DNA analizi
ger,ekle,tirmek mfmkfn olabilirBir ,al€,mada emli bir ortamda bulunan kafataslar€ndan
DNA eldeedilememi, kafatas€ i,inde ,frf meye ba,lam€, beyin dokular€Endan DNA analiz
edilebilmi,tir (Grawet al.,2000.

Kaynak olarak yumu,ak doku kullan€l€rsa, kontaminasyonu azaltmak amac€yla
yfzey alt€ dokusu tercih edilmeliddondurmatek ba,€na veya sfblimasy@urutma)ile
birlikte yumu,ak dokular€n korunmasg€ i,in idealdir (Nielséal.,1994).Kurutma i,lem
DNA'yE hidrolitik hasarlardan koruyabildiei i,in (oksidatif hasarlara hala a,€k oldusu
halde) kurutulmu,, yumu,ak doku, daha iyi bir aDNA kaynas€d€r. Genellikle kurutulmu,,
dokulardan elde edilen aDNA, kemiklerdelde edilenden daha df,fktfr ve inhibieriml

deizolasyon fazlad€r (O%cRouskeal.,2000).Kuru ...rneklerin avantagg@yun
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yoklusudur. “fnkf su bir reaktant/ortam olarak DNA%oya zarar verir. Suyun yoklueunda
mikrobiyolojik fonksiyonlar, enzim degradasyonu, hidroliz ve diser kimyasal zararlar ,0
yava,lar (Sensabaugh, 1994).

Gr...nland%.de Qilakitsoq yerlsjni bulunan mumyala,m€, beddw@z€ ve ...rnek
al€nmas€ s€ras€nda hi, korunmamé€,,, ayr€cadlfydalar€ ba,lat€lmadan ...ng€lolan
fazla oda s€cakl€+€nda kalm€,t€r. Buna rasmen uygungiietelderiden DNA elde

edilebilmi,tir (Nielsenet al.,1994.

Diter Biyoarkeolojik Ornekler

Dokullen saclarDNA i,eren K...kf deeil, sadece g...vdeyi i,erdisi halde, adli
olgularda kullan€lmaktad€r (Wilsehal.,1995). Modern adli 6rneklerds,€n
govdesindekiDNA miktar€n€n birka, haftadan€nPCR tespit s€n€rE€mdi€na indisi
df.fnfldfefndeeki sa¢ drneklerinden aDNA elde etokas€l€«€n€ia azald€«€ s...ylenir
(O%oRourket al.,2000).Ancak sa,lar ya da k€llakemise ve di,e g...re kontaminasgon
daha az ya#n oldueundan ge,mi,e aDNA ,al€, malar€nda daha gfvenilir bir materyal
olabilir (WillerslevandCooper, 2005).

Koprolit (fosille,mi, d€, k€)ntkleik asitizolasyoru icin potansiyeld,€maktad€r
(Chobeet al.,1997).Koprolitlerdenelde edien DNA dizinleri, tir veya birey
idantifikasyonu saslad€<€ gibi, beslenme konusunda da bilgi D&k%.n€n fe,este &€
miktardaki ,ekere baslanmasBNA%.y€ stabilize ederegraelasyonu 6nleancak bu
durumayn€ zamanda PCR4iEhibe eder (Binaretal., 1998).Neslitfkenmi,ya da
gfnfmfze kadar gelmi, hayvanlardan ikisini de bulmak veya onlardan doku ...rnekleri

almak s€kl€kla zordur. Ancak tf m hayvanlar yabani hayatta arkalar€nda kolayl€kla
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toplanabilecek fekal kal€nt€lar b€rak€r ve bunlar ,oeurfogilkay€tlarda belirlenir.
Hayvanlar€n bo,alt€m maddelegm kendilerinehem de sindirdikleri dieer hayvan ve
bitkilere ait DNA i,erir. Dolay€s€yla yabani hayvanlardan noninvazif y...ntemlerle rutin
...rnek almak i,in fe,es kullan€labil&rkeolojik kaZlarda bulunakoprolitlerdende

benzer ,ekilde DNA analizlesiap€labilir Molekuler koproskopi ile beslenme

al€ kanl€klar€ ve son buzul d...neminden ...nce, d...nem boyunca ve sonras€ndaki ,evre
,al€ €labilir.Ara,t€malarinsan koprolitlerine kadar geni,letibilir, bOylece sadece

sindirilen bitkiler deeil, haywanlar da belirlenebili(Paabcet al.,2004).

Jeolojik kay€tlarya,amda var olmu, ancak ,u anda bulunmayan her tfrlf bilgi i,in
tek delildir. Hayvanlara ve bitkilere ait fosillerden molekiler verdiele edilebilir
Fosillerdeki molekfllerin, hfcrelerin ve dokular€n kimyasal ...zellikleri; korunma kadar
diyagenez ve degradasyonun kimyasal ve molekfler sfreci ile ilgili bilgi salar.
Paleontoloji kapsam€nda organizmalar€n kal€nt€lar€, kEs€mlargineirficfrdgen
tafonomi de yerini alm€,t€8chweitzelet al.,2008).Tafonomi, 6limden sonra
organizmay€ deei,tiren, insan, hayvan veya doeal etkenlerin sebep oldu-u fiziksel ve
kimyasal olayd€r ve .. kiegin al€Enmas€yla laboratuvar anaras€nda krkibir bae
olu,turur (Stodder, 2008pPiyageneale ilgili faktorler tafonomi icinde incelenir
(Schweitzeet al.,2008).Herbaryum orneklerkimyasal koruyuculda veyayuksek
s€cakl€k ile muamele edilmeyip, havada kurumaya b€rak€ldtaBadazla DNAcerme
olas€l€«€na sahipfiraylorandSwann 1994).

Bitki tohumlar€ ...zel yap€lard€r, ana bitkinin ...If mfnden sonra bile uzun sfre
embriyolar€n€n genetik materyalini korur. Bu sebeple bir bitki tohumunun hfcreleri en k...tf

.evre ,artlar€na bile adapte olieer tohum kuru ,evrede saklan€rsa, d€, g...rfnf,te kayda
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deeer bir farkl€l€k olmadan kendilisinden mumyala,€r. Y f zy€llar sonra koyu kErm€z€ms€
kahverengi halini al€r, aak yap€s€n€ hala korumaktad€r (Rollo et al., 196Aajmlar€n
arkeolojik bulgulargski uygarl€klar hakk€nda ...zellikle ekinlerin yeti, tirilmesi
tuketilmesj ticaretinin yap€lmas€ ve yerle,im i,indeki depo alanlar€n€n belirletenesi
ilgili bilgi ler verir (Cilingir, 2009.

Molekfler genetik arkeolojide bir ileri ad€m ®atuplardatiyal tabakas€nda
(devaml€ don alt€nda kalan toprak alt tabakak€)an sedimentlerimcelenmesidir.
Yerylzinin %2@5%.inde (Rusya ve Kanada%.n€n %50%osi, Alaska%on€n %82%osi, “in%oin
%20%osi ve Antarktika%on€n ,0eunlueu) g...rflen tiyal tabakas®|ee filagenetik
al€ malar i,in ...nemli bir kaynakt@viitchell et al.,2005).Cunklu dimentlelPCR ile
,0*alt€labilenDNA icerir. Tarihi 300.000 400.000 y€l griye giden sedimentten bitkinin
kloroplastDNA%o.s€ ve yar€m milyon y€l ...ncesine ait sedimentterDbbkiizinleri
elde edilmi,tir Paébeet al.,2004). Sedimentlerdeki DNA zaman igindeki fauna ve flora
hakk€nda bilgi verir (WillersleandCooper, 2005). Ancak bu sedimentleianklEDNA
dizinleri icermesi, koprolitlerin ve sedimentlerin analizinde tahedilemez bir
karma,€KI€Ek da yaratm€, t€r. Tabakalar aras€nda suyun sfzfImesiyle ne tfr bir par,ac€k veya
molekf| hareketi oldueunu bilmek imkins€zd€r. Bu sebeple herhangi bir dizinin
tarihlendirilmesi, sediment duzeyi tarihlendirilse bile belirsizdir.@og sedimentlerdeki
DNA dizinlerinin koprolite nas€l ge,tiei de bilinmemektedir. Bu yfzden, kemik ve di,lerin
ilgili hayvan€n sadece bir mtDNA dizinini verebilme avantaj€ oldueu halde, ,ok say€da
farkl€ mtDNA dizini veren koprolitler ve sedimental ...rngklexm hatas€ yarat€r.
Koprolit ve sedimentlerden DNA dizinlerine ait bir ba,ka s€n€rlama da, uzun DNA

dizinlerinin k€sa ,ak€,an segmentlerin amplifikasyonu ile belirlenememesidir. “fnkf
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segmentler ,ok say€da bireyden veya dieer tfrlerden gelmi, olaP#ialfcet al.,2004).

Hemen hemen ,effaf, rengi a,€k sar€dan yakut kErm€z€s€na kadar deei,en, kolay
k€r€labilir, fosille,mi, veya yar€ fosille,mi, bir re,ine olan kehribara g...bifd¢klerde ve
bitkilerde de DNA diznleri ,al€,€Im€,t€r (Poinar al.,1994. Miyosen bitkilerinden ve
kehribara g...mfIf ...rneklerden sonu, elde edilemeyen olgular da bildirilmi,tir. Miyosen
bitkilerindeki lignin ve kehribara g...mfIf b...ceklerdeki kitin gibi diser molekfllerin
korunmam€, olmas€ da, bu fosillerdeki DNA%on€n vadé€ngada kullan€lm€, eaébo
et al.,2004).

Reeseve ara, tEr€cElgO96) taraf€ndan yap€lan bir ,al€, mada, ge,mi,teki Teksas
piktograflar€nda (resimyaz€) pigment baslay€c€ olarak kullan€lan ya«€n, hayvansal
(,ifttoynakl€lar) k...kenli oldueu ortaya ,8#m<, t€r.

Marotave meslekta,lar@2002) eski ,aslardayazma materyali olarak kullan€lan
papirislere (Cyperus papyrydDNA bozulma oran€n€ incelemi,B.100ya,€ndaki
modern vel300 3200y€lI€k tarihi M€s€r papirf slerikiaroplast DNA%olar€ ile yiaoebu
,al€, maya g...renateryaldekDNA%on€n yar€ ...mrfiI¥ @4 y€l oldueu;son DNA
par,alar@€npapirisin Uretilmesindean fazlab32 672y€lsonra ortadan kaybolaca<€ ifade
edilmektedir Kas€t€n bulunmas€ndan ...nce d..yEhkidan€lmE, bidieer yazma
materyali olan par,,...memgywan derisinden haz€rland€«£€ i,in deserli bulunmaktade€r.
Ancakk€r€lmas€, par,alanmas€, da*€imas€ s€kl€kla s...z korangsdlinel paleografik
incelemeleiicin yaz€lar€n yorumlanmas€ndan par@ar€n birbiriyle birlejrilm esi
gereklidir. Bazen par,alar ,0k say€dad€raieddueu sayfalar€ belirlemek mfmkfn
olamayabilir.Hayvan kaynakI€ bu materyallerin degrade DNA%os€ ile molekfler analizler

durumu a,€kl€ea kavu,turur (Hummel, 2Q@3ulakakist al.,2007).
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Arkeolojik kaz&arda kronoloji, toplumun kultird ve Uretim stratejileri gibi 6nemli
bilgiler elde etmeyi saslayan, ,e, itli malzemelerden yap€lm<€, gere,ler ortaya ,€kar€l€r. Bu
aletlerde eser miktarda biyolojik deliller bulunabilir. Yap€lacak analizler, aletleri kullanan
Ki,ileri g...sterebilecesi gibi, aletlerin kullan€lma ama,lar€ hakk€nda da fikir verebilir.
Etiyopya%oda rutin olarak ta,, aletler kullanan modern bir grup taraf€ndan fretilmi, ta,lar€n
etnodeneysel arkeolojik ,al€,mas€nda, freticilerden desi,ik a,amalasddetier
toplanm€,, ba,ar€yla DNA ,o-alt€labilmi,tir. Ancak ara,t€rmac€lar ,una dikkat ,ekerler;
hem aletin freticisi hem de kullan€ld€<€ tfrlerden DNA ,o<alt€labilmi,, ancak aletin
kullan€m£€yla ilgiloimayan DNA%on€n varl€«€ da belirlenniKimuraetal., 2001).

Wyoming (ABD) eyaletindeki bir arkeolojik alanda elde edilen 24 ta, alet, fzerinde
bulunabilecek DNA i,in analiz edilmi, ve kaz€da ,€kar€lm€, kemiklerle kar,€la, tEr€lmE€, t€r.
Dokuz alette DNA%oya rastlanm€, t€r. Hatta aletlerden birinde f Gife& (keyik ve evcil

kedi) ait DNA tespit edilmi,tir. Evcil kedi bulunmas€ ilgin,tir, ,fnkf alana ...zgf bir tfr
deeildir, dolay€s€yla kaz€ yapanlardan birinden bula,ma ihtimalini df,,f ndfrmektedir.
K...pek DNA%o.s€ da benzer ,ekilde yorumlanabilirkéajgeylurum farkl€d€Dieer

verilerle birlikte ah,ap ve deriden yap€lm€, latimgeyiklern postunu ay€rmada

kullan€Im€, olabileceei veya sakland€+€ geyik derisi k€nBul@gr€«&kla uygun

gelmektedir (Shankst al.,2005).

Ge mite ait DNA%on,n Biyokimyal Ozellikleri
Uzun y€llar farkl€ ,evre ,artlar€na maruz kalandoiyedojik orneklerde DNA,
...Ifmden sonra endojen nfkleazlar taraf€ndan par,alanmaya ba,lar. HEzI€ kurutma, df ,fk

s€cakl€klar veya yfksek tuz deri,imleri gibi durumlarda, nfkleik asitéenam€
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par,alanmadan ...nce nfkleazlar bozulur veya inaktif hale gelir. Bu durumda bile, yava, da
olsa devam eden dieer olaylar DNA%oy€ ethkilefréiteret al.,2001). DNA iplikleri KEr€l€r,
bazs€z, yanl€, veya ,apraz baslanan b...Igeler olu,ur, deaminas$ylani fneydana gelir
(WillerslevandCooper, 2005). Bu molekfler degradasyon, DNA miktar€n€ ,osaltmay€
engeller. Ayn€ zamanda organik PCR inhibit...rleri de ,oaltma s€ras€nda DNA ile yar€, €r
(O%oRourlet al.,2000).

Arkeolojik kal€t€lardan iza edilen INA%oda en belirgin hasar tipi, genelliklex100
500 baz cifti ara@nda k€sa par,alara degradasywmnBoyuttaki azalma, hem ...I[f mden k€sa
bir sfre sonra ba,layan enzimatik olay, hem de tek ipliei olu,turan fgstar iskeletinde
fosfodiester baslar€n€n hititikk par,alanmas€ sebebiyle meydana gelir. Azot bazlar€ ile
.eker aras€ndaki-plikozil baslar€ da hidrolitik par,alanmaya maruz kal€r ve bazs€z
b...lgelerle sonu,lan&ekil 2). Bir nfkleotid yok oldueunda, DNA yeni bir kimyasal
duzenlemeye girer ve baayb€ndan neredeyse daha yava, veya onunla ayn€ oranda iplik
pH bas€ml€ oldueu halde, Guanin ve Adenin (depurinasyon), Timin ve Sitozine
(deprimidasyongore yirmikatdaha dayan€kl€d€r. Depurinasyon, hidrate DNA%.n€n en
...nemli bozunma yoludur. Ancak DNA%.n€n hidroksiapatite adsorpsiyonu, depurinasyon
oran€nda iki kat azalma ile sonu,lan€r, b...ylece eski kemiklerden incelenebilir DNA elde
etme ,ans€ artar (Lindahl, 1998)drolitik depurinasyon oran€n€ etkileyen temel fakt...rler,
pH, su miktar€ ve s€cakl€kt€r. tlk ikisi kemikte daha az ...nemlidingfrtkeimik pH=4>
9 aras€nda tamponlarekisi g...sterir, hem de porlad@®EIEME su ge,i,ini saslar. Derine
g...mmek, s€cakifkkl€I€klarEn€ yEII€k bir ortalamada dengeledi«i i,in s€cakl€k DNA

korunmas€nda temel rol oynar (Snattal.,2001; 2003).
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Hidroliz

az...rek molekfl / k€sa par,alar

kontaminasyon / k€sa PCR frfnleri

eekil 2. PostmortemDNA decei,imlerinde hidrolitik hasar ile iplik kopmalar€n€n meydana
gelmes (A) Fosfodiester iskeletinin doerudan ayr€lmas€. (B) Bazs€z b...Igelerde
depurinasyon. (C) Seker iskeletinin dymés€ (WillerslelandCooper, 200b

DNA polimerazlar€n€n uzamas€n€ engelleyen baz€ DNA modifikasyonlar€nda
molekullerin amplifikasyonu mianfindfr, ancak PCR s€ras€nda yanl€, bazlar€n dahil
edilmesi s...z konusu olabilir. Bunun en fazla g...rflen ,ekli, s€ras€yla hipoksantin, urasil,
timin ve ksantin olu,turaadenin, sitozin, Bnetilsitozinve guanin bazlar€ndan amino
gruplar€n€n hidrolitik kay#gdAdenin (hipoksantin),izin (urasil), 5metil sitozin
(timin) i,in deaminasyon frfnleri; DNA polimeraz taraf€ndan sentezlenen yeni DNA
ipliklerinde yanl€, bazlar€mnge, tiriimesine (G yerine AT yerine C) sebep oldusundan,

aDNA amplifikasyonlar€glyak€ndan ilgilidir (Sekil 3 (WillerslevandCooper, 200p
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Oksidasyon / Hidroliz

Bloklama Yanl€, kodlama
5-Hidroksi 5-Metil Adenin Sitozin
hidantoin

5-Hidroksi hidantoin Hipoksantin Urasil

yanl€, baz baelanmalar€

kimerik dizinler dizin hatalar€

*ekil 3. Postmortem DNA desi,imlerinde oksidatif ve hidrolitik baz modifikasyonlar€ (i)
bloke edenler (ii) yanl€, kodlamaya sebep olaméalérslevandCooper, 200b

DNA dizinlerinin uzunlueu, sadece iplik kopmalar€yla de-il, ayn€ zamanda Taq
polimeraz taraf€ndan DNA ipliklerinin uzamas€n€ ddka lezyonlarla da belirleniBu
tip bircok zarar, radyasyondan kaynaklanaroksit (-O5), hidrojen peroksi{H.0O,) ve
hidroksi (-OH) gibi serbest radikaller taraf€ndan uyarRkiilfcet al.,2004). Oksidasyon
ad€ verilen bu olay, sudan gelen hidroksilin veya sfperoksit radikallerinin bazlar€
deeitirmesi veya heliks yap€y€ bozmas€ olarak tan€mlan€r (O%iRdL2K€0).Gf ne,,
€€+€ (UV), oksidasyona sebep olan serbest radikalleri artt€r€r (Bollehgin2008).
Mitokondriler oksijen metabolizmas€n€n merkezi oldueu i,in, oksidasyon nfkleere g...re
mitokondriyal DNA'y€ daha ,0k etkiler (O%cRowekal.,2000).Oksidatif hasar€elli

ba,l€ b...Igeleri, ,ekBrsfat iskeleti ve azotlu bazlar, ...zellikle halka par,alanmas€na doeru
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giden pirimidinve pfrinler aras€ndaki ,ift baslard€r (Hofreittral.,2001;Paabcet al.,
2004).Pirimidinler, 6zellikle Timin, oksidatif hasara purinlden daha duyarl€d€r
Pirimidinlerin %10%ou oksidatif hasar sonucu deei,mek(d@bo 1989).0Oksidize
pirimidinler olan hdantoinlef DNA polimerazlar€ bloke ederek PCR s€ras€nda uzamay€
engeller (Hofreiteet al.,2001). Bu sebeple hidantoinlerin varlgzélasyonve

amplifikasyon ba,ar€s€ ile ters orant€l€d€r @tlal.s5996).

Bir dier hasar tipi de, DNA polimeraz€ bloke eden ve aDNA preparatlar€nda
elektron mikroskobu ile doerudan g...zlemlenebilen ,apraz lmgtgiP++boet al.,2004).
Bunlar, proein veya nikleik asitlerdeki birincil amirgyuplar€ ile ,ekerler aras€nda
yoeunla,ma reaksiyonlar€ ile meydana gelen Maillakthferinn olu,umuna sebep olur
(Sekil 4). Nfkleik asitleri baslayan Maillard frfnleri, dieer inhibit...rler (humik asit, fulvik
asit) gibi, ,oeunlukla DNA izolatar€n€n kahverengi olmas€na sebep olur. Bu bile, ikler,
agaroz jelde UV €€k alt€nda mavi floresans verir (Peebo, 1989; Tuross, 1994et-dnni
1995; Kalmatret al.,2000; KolmarandTuross, 2000)Bunlar sflfid i,erdisinden, 600 baz
Jiftinden kf,fk DNA par,alar€ ile kar,€la,t€r€labilir h€zda agaroz jelde y@gle(berg,
1994).Maillard frfnlerini par,alayan bir ajan, ...rneciaf@hilaciltiazolyum bromidPTB)
ile muamele; amplifikasyona ba,ka tfrlf cevap vermeyen baeklerden DNA
dizinlerini ,o*alt may€ saslarfaabcet al.,2004). Donmu,, sedimentlerden elde edilen eski
DNA dizinlerinde ,apraz baslar€nplik kopmalar€ndan daha etkili oldueu belirlenmi,tir
(Hanseret al.,2006).Paabq1989) eski DNA%o.da yf ksek miktan#aidatif hasar ve

,apraz baelar oldueunu g...stermi,tir.
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Alkilasyon / Maillard Reaksiyonu

tplikler aras€ ,apraz baelar Molekfller aras€ jaraz baslar

Amplifikasyon olmaz

Kontaminasyon

eekil 4. PostmortemDNA desi,imlerinde,apraz baelar€n olu,mas€. (i) Alkilasyon ile
iplikler aras€nda ,apraz baelar olu,mas€. (ii) Maillard reaksiyonu ile molekfler ,apraz
baslar€n olu,mag@VillerslevandCooper, 200b

Degradasyon olaylar€ hfcrétecinde strekli olarak devam eder, ancak
.ekirdekteki DNA tamir mekanizmalar€ ile kontrol alt€ndad€r. —Ifm sonras€nda bu ve diser
degradatif olaylar birikmeye ba,ldeski DNA'n€n eldesi venaplifikasyonu, mimkin
oldueunda, 300500 baz ,iftinden az uzunlukta ve birka, bin y€ll€k veya daha az ya,ta olan
...rneklerle s€n€rl€d€r (0% FRAk000).Paabq1989) ise, 140 baz cifttten daha uzun
par,alarda amplifikasyonun ba,ar€s€z oldusunurtmeiitir. Ancak arkeolojik materyalin
korunmasg i,in degradasyon mekanizmalar€ ile ilgili bilgitt€€r@hal€d€r (Jars al.,
2002).

Ara,t€r€c€lar, uzun sfreli ,evresel s€cakl€kla 2dlAsyoru ve amplifikasyon
ba,ar€s€ aras€nda ters bir ilgi kurmd€ia(H... st al.,1996; Paabo, 1989; Poirgtral.,
1996). S€cakl€ktaki 2Qdik df,f., baz degradasyonunu-28 kat azalt€r (H..etsal.,
1996). Tuross (1993, 1998bzulman€n..If m sonras€ hemen ba,lad€+€n€, anaakndan

kemik orneklerindénidroksigatite baslanan DNA'n€n stabgizyonundan dolay€,
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hidrolitik depurinasyon oran€riRi kat yava,Bd€«€n€ ...ne sfrmektetidahl%d#L993)
gore DNA%on€n tf mfyle hidrolitik hasara uerarfiagé€lojik tuz konsantrasyonlar€, n...tral
pH ve 15%C s€cakl€kta 1@DO y€l alacakt.

PCR inhibit...rlerinin bfyfk ,0eunlueu taninler, humik asit, fulvik asit ve diser tfm
bilinen toprak kaynakl€ degradasyon frfnleridir (Hunmehel.,1992; Tuross, 1994
O%oRourket al.,2000). Bunlar fenol tfrevli olduklar€ i,in, fen&loroform ekstraksiyonu
ile uzakla,t€r€labilirler. Tuross (199260 280nm%o.de absorbans ...ltf«f ...rneklerde fulvik
asitin, DNA%oya g...re daha fazla emici oldusunu belirlemi,tir, dolay€s€yladliti@€n€n
240, 260 veya 280m%ode absorbans€ ...I,fldf«f rdix fasitlerin varl€«€ kolayl€kla
gorilebilir. Tuross%oun (1994) belirttisine g.188ng fulvik asit, Taq pbmeraz€n hedef
ald€«€ &ntrol LambdaDNA%on€n amiitasyonunu tamamen inhibe eder

Eski DNA'n€n elde edilmesi yEKECE bir sfre, oldueu i,in edkADzolasyom ve
amplifikasyonu giri,imlerinde uygun belirte,leri incelemek ,ok ...nemlidir. Nfkleik asit
degradasyonu hok ,ekilde tespit edilebilir O%cRourket al.,2000. Genel olarak
proteinlerin korunmu, olmas€, ...rnekte benzer dfzeyde korunmu, Ri¢Adi®@lecesini
gosterir (KolmarandTuross, 2000). Aminoasit rasemizasyonu bir ba,ka y...ntemdir. Canl€
organizmalardaki tim proteinler sadecarinoasitlerden olu,ur, ancakformundan B
formunapostmortemd...nf, f nrasemizasyon) denge olugcaya kadar (Ib=1) devam
eder.Fosil 6rneklerindere kemiklerdeproteinlerin zaman icinde degradasyonu ile hem D
hem de L aminoasitlerin varl€«€ g...sterilmi,tir (Schwattal.,1991 Poinaret al.,1996).
Aspartik asit (Asp) rasemizasyonu neredeyse DNA depurinasgoyak€nd€r ve bu
sebeple DNA'n€n korunmu, oldueunun iyi bir belirtecidiminoasit rasemizasyonu,

DNA'n€n depurinasyonu gibi, s€cakl€k ve suyun varl€s€ndan etKiések oranlarda
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rasemizasyon tespit edilen ...rnekler, k€ga A alar€ vermeye esilitidir. Bir ,al€,mada
Asp D-formunun AspL formunu %8'den fazla a,t€+€ ...rnekl&N& elde edilememi, ve
,0*alt€lamamé€, tgiPoinaret al.,1996).

Smithve meslekta,lar@001), ge,mi,e ait ...rneklerde termal ya, kavram€ndan
bahsederSEcakl€k 10YC%.de satbitdu-unda DNA degradasyonunolmas€ i,in ge,en
sfre olarak tan€mlanasrmal ya,, ,...zeltide tahmin edilen DNA depurinasyonunun bilinen
s€cakl€k basl€l€«€n€ kullanarak farkl€ b...lgelerilojkora€n€ bireyséermal ge,mi,ine
gore ayarlarTermal ya€n kullan€mg€ iki varsay€dagan€rDNA depurinasyonu DNA
degradasyonu icin anahtar yoldur, depurinasyon icin aktivesgerjisi s€cakl€k bas€ml€dE€r
(Smithet al.,2003). DNA korunmasg€ i,in s€En€r€n,aBxde yakla, €k 19.000 y€l oldusu
tahmin edilmektedi(Chilverset al.,2008).

Hanserve meslekta,laré (2006) g...re, aminoasit rasemizasyonu ve termal ya,, gibi
yontemlerleDNA%on€n uzun sfreli korunmas€n€ beliriemgks€z oldusundarakteriyel
DNA%on€n durumu, ...rneein saklanma ko,ullar€ gibi daha gertéarii,in hasar
oranlar€n€n ara,t€r€lmas€ gereki€ca gz kromavgrafisi / kitle spektrometrisonemli
miktarlarda deei,mi, DNA bazlar€n€ belirlemek i,in kullan€labilir (Het ss.,1996).

Y fksek performansi€ likit kromatografisi analizleriylamidin kay€plar€ belirlenebilir

(Mitchell et al.,2005).

Kromozomal DNA ,al,tmalar,,
Nukleer DNA(nuDNA) analizlerinde 1985 y€l€na kadar kullan€lan par,ac€k
uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLPEEr€

Ozellikte (sadee taze ve ,0k miktarda) ...rnekten DNA ,al€, €labilmktary Mullis
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taraf€ndan tan€mlan@alimeraz Zincir Tepkimesi (Polymerase Chain Reaction, PEIR),
az miktarda olan ...rneklerden DNA ,al€,€lmas€n€ mfmkfn hale gefivhulljsret al.,
1986;Mullis andFaloona, 1987)PCR,bir biyolojik drnekteki belirli DNA bdlgesinin
miktar€n€ a@tmak i,in genel bir teknik olup, zaman i,inde ilerleyen teknolojiyle birljkte
temeli PCR%oa dayaranok sistem geli, tirilmi,tir. PCR temelli tf m sistemler, ...zellikle
eski,s€n€riliktardaveya degrade 6rneklerden DNA analizindgab@ya ula,€lmas€n€
saslam€, t€r (Rudiandinman, 2002).

Alec Jeffreys taraf€ndd®85%.tgenomda varl€«€ ke, fedilen tekrar b...lgelerinin
say€lar€n€n Ki,ileri aras€nda farkl€ oldueu ortkgeclh€, vk kez iki cinsel sald€r€
cinayetinin ,...zflmesinde kullan€im#g,€ffreyset al.,1985;Saferstein, 2004senomda
farkl€ e, itlerdei tekrar bolgelerinden binlan basit dizin tekrarlar8ninisatelligo
(deei,ken say€da ard€,€k tekran&@riable Number of Tandem Repeats, VN'MR)
Snikrosatellitsgk€sa ard€, €k tekrarlar, Short Tandem Repeats 0&iF&R bilinir.
Dinfkleotid tekrarlar€n€n, aDNA tiplemesinde gfvenilir nfkleer DNA dizinleri olmad€-€
g...sterilmi,tir (Ramaet al.,1995).Humme ve meslekta,lar€L999), tarihsel drneklerde
ayn€ anda d...rt STR lokusundan fazlas€n€n ba,ar€ylanmadie€, ancak kendi
,al€, malar€yla dokugTR lokusunwayn€ andanaliz edebildiklerini bildirmi,tir. Eski
orneklerdedegradasyatan dolay€, bfyflolyutlu STR%.lerjnealt€lmas€ndgenellikle
ba,ar€ saslanamam<€,t€r. Ancak kromozomal DNA i,in 300 veya daha fazla baz ,ifti
uzunlwunda par,alar€n korunabildide gosteid mi,tir (Hummelet al.,1999).Von
Wurmb-Schwarkve meslekta,lar£1(2004)gore STR malizi igin 100pg eski DNA
gereklidir.Degrade ...rneklerden STR ,al€,malar€nda PCR d...ngflerine bael€ olarak ...rnek

ve enzim konsantrasyonlar€n€n ayarlanmas€, ayr€ca profillerin yoasglzatard f ,,f k
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duzeyde sinyalleal€nd€+€nda ...rne<in yeniden analiz ediligin stratejiler ieren
k€lavuzlar€n olu,turulmas€ki,ilerin dikkatli yorumlamas€ ile birliktelgisayar
yaz€l€mlar€ da kultaas€ ...nerilmektedir (Schne&taal.,2004).

Son y€llardgeleneksebtozomalSTR primerlerinin tekrar dizinine de yake
b...lgelerden baslanmas€ saslana@ajutlar&icfItfImf, ve daha k€sa tekrar b...lgeleri elde
edilerek bunlardmini-STR™Ad€ verilmi,tir Ginimuizdestandardize edilerek kullan€ma
sunulmu,ticari kitlerle farkl€ say€lardaini-STRIokusununayn€ anda analedilebilmesi
muUmkudndur Mini-STR%oler, ,0k k€sa olmalar€ndan ddlagdikle degraderneklerin
analizinde terih edilmektedirBu sebeple, mi-STR%oler ...zellikle kemgksac
orneklerinden DNA analizindg€kl€kla kullan€imakta@@utler et al.,2003 Cobleet al.,
2006 Opelet al.,2006 Pizzamiglioet al.,2006;Asamuraet al.,2007a Fondevilaet al.,
2008. Yeni mini-STR%olerin olu,turulmas€ ,al€, malar€ halen devam etmektediré¢Coble
al.,2006).Hatta degrade 6rneklerderSTR bdlgelerinin analizgin mini Y-STR
sistemleri degeli, tirilmi,tir (Asamuraet al.,2007b).EDNAP (Avrupa DNA Profilleme
Grubu) ve ENFSI (Avrupa Adli Bilimler Enstitfleri A«€), aDNA analizlerinde ba,ar€ i,in
STR%olerin giderek kf,fImesi gerekticini ...nermektedir (Oekah,2006).

Genomun belirli noktalar€nda bireyler aras€ndaki baz farkl€l€klar€, tek nfkleotid
polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) olarak adland@gl6ireyde hem
.ekirdek DNA%.s€nda, hem de mitokondidfdA%.denilyonlarcabulunabilenSNP%ole
adli bilimler a,€s€ndan ki, iten birbirinden ay€rt edilnseni saslar.SNP analizi i¢in bircok
teknik vard€r, ancak gfnfmfzde halen ayn€ anda ,ok say€da SNP%onin ayn€ anda
belirlenmesi i,in sistemler geli tiriimeye devam edilmektedir (Butler, 2005).

SNPkullan€m€n€n adli bilimlerdeki 'elnamacg€gicli PCR inhibitérlerinden veya
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degrade ...rneklerden kf,fk PCR frfnleri olu,turmakt€r. Analiz edilecek hedef b...Ige
STR%o.lerdeki giBD> 60 nfkleotid desil, sadece bir tek nfkleotid i,erdisinden, PCR
arunleri de kguk> k€sa olur ve analizde ba,ar€ saslan€r (Butler, 208kglet k&nt€lar€
gibi degrade drneklerddieer y...ntemlerle birlikt8NP analizleri de kullanarak
idantifikasyon yap€laolgular bulunmaktad€t&rcombeet al.,2005;Fondevillaet al.,

2008).

Cinsiyet Kromozomlar,

Cinsiyetin antropolojik y...ntemlerle belirlenmesi, tam bir iskeletin varl€«€nda zor
deeildir, ancak ,oeunlukla iskelet par,alar€n€n bulunmas€ s...z konusudur. —rneein u,ak
kazalar€nda kemikler bir,o0k par,aya ayr€l€r ve sadece ,ok Wfiyflrarca bulunabilir
(t.can, 2001). Bebek ve ,ocuk iskeletlerinde antropolojik ,al€,malarla cinsiyet tayini ,ok
zordur, tek ¢c6zim DNA analizleridifColsonet al.,1997 Mergenandt,can, 2007; Arslan
et al.,2008).

Cinsiyetin molekuler dizeyde tayinilladrneklerdejdantifikasyon igin toplumun
%50%osinin d€, lanmas€nfasieeh, arkeolojik 6rneklerdentropolojik dlgtimlerle elde
edilen bilgilerin teyit edilmesinenkanverir. Bu amaclanceleri Y kromozomuna 6zgu
dizinlerin amplifikasyonu kullan€lm€,tBu, cinsiyet tayininde ilk molektler genetik
yontemdir (HummeandHerrmann, 19911994. Gunumuizde iseisanlarda var olan
cinsiyet kromozomlar€n€n (X ve Y) her ikisinde de farkl€ uzunluklarda yer alan, dolay€s€yla
cinsiyetler aras€nda ay€r€m ygghsalayan Amelogenin lokusu kullan€l€okus, sadece
X kromozomunda 6 baz ,iftlik bir delesyon g...sterdisinden, analiz sonunda kad€nlarda

(XX) sadece bir art@x), erkeklerde(XY) ise biri diserinden alt®az daha k€sa iki frfX
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ve Y) gorulir (Rudinandinman, 2002)Colsonve meslekta,lar€L997), tek kopya
say€s€ndan dolay€ amelogenin sisteminin ba,ar€ saslamad€+«€n€, bu sebeple sekiz yeni
doemu,, bir gen, yeti,kin bireyde genetik cinsiyeti belirlemek i,in Y kromozomundan
yararland€klar€n€ belirtmi,titatheson ve Toy (2001), Amelogenin ile birlikte X ve Y
kromozomlar€ndaki alfoid tekrarlar€n€ kullanarak deciasiyet tayini ger,ekle,timi,,
Amelogenin%oin ,0calt€lamad€«£€ alt€ olgudan be,inde alfoid tekrarlar€En€n sonu, verdisini
belirtmi,tir. Amelogeninéigki Y kopyas€n€n delesyonu sebebiyle kad€n olarak tespit
edilebilecek erkeklerin, doeru cinsiyetlendiriimesi i,in Y kromozondacinsiyet
belirleyici boélge(Sex-determiningRegion ofY -chromosome, SR)Y,al€,€labilir.Drobnic
(2006) taraf€nda®RY bolgesi aalizleri i,in yeni primerler ...nerilmi,tirCinsiyet
kromozomlar€, cinsiyet tayini d€,€nda ta,€d€klar€, gonozomal STR ve SNP b...Igeleriyle
idantifikasyona da yaraAyr€ca g..., y@r€ ,al€, malar€na katk€ saelar (Butler, 2005).

Otozomal DNA incelemeleri, ndoireyin genlerinin yar€s€n€ annesinden, diser
yar€s€ babas€ndan ald€«€ esas€na g...re ger,ekle,tirilir. Ancak Y kromozomu ve
mitokondriyal DNA ,al€,malar€ yap€ld€+«€nda, bireyin bir ...nceki neslin ...zelliklerini aynen
ta,€d€-€, dolay€s€yla ...nceki ku,a+€ &ttnsg...z ...nfnde bulundurulmal€d€r. Ayr€ca bu
analizlerde genotipten desil, haplotipten bahsedilir, ,f nkf her birey i,in tek bir alel vard€r
(Butler, 2005)Bir bireydeki dizin ,e,idi Shaplotip%o, birbiriyle baslant€l€ haplotiplerin
olu,turdueu gruplar se Shaplogrup%. olarak adland€r€l€r.

Y kromozomu ve mitokondriyal DNA ,al€,malar€nda incelenen ...zellikler, ku,aklar
aras€ndamutasyonlar d€,Endde«i,meden aktar€l€r. B...ylece annenin soyunu
mitokondriyal DNA, baban€n soyunu ise Y kromozomu ile takip letmi#nkin olur. Her

ne kadar bu tip analizlerle bireylerin etkili bir ,ekilde birbirlerinden ay€rt edilmesi mfmkfn
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olamasa da, hem Y kromozomunda buluna8TR ve YX-SNP%oler, hem de mtDNA%o.da yer
alan SNP%oler adli bilimlerde ,ok ...nemli bir yer tutar (BR206B).Y kromozomu ve
mitokondriyal DNA, modern insanlar€n evrimsel k...keni ve dfnyaya yay€lmaya
ba,lad€klar€nda izledikleri rotalar€ betm& amac€ylarkeogenetikte geni, .lge

kullan€l€r (CavaibforzaandFeldman, 2003).

Y kromozomu: Ayn€ soydan den tf m erkek bireylerde ayn€ ...zellikleri téglr.
bilimlerde ¢ellikle failin ,oeunlukla erkek oldueu cinsel su,larda toplamaiyolojik
delillerde, sadece erkeee ait DNA%on€n incelenmesi ve farkl€ erkeklerin birbirinden ay€rt
edilebilmesi gerekir. Buwrumda Y kromozomu fzerinde yer alan STR%oler veyzo&iXP
cok dnemli bilgiler sunaBaban€n hayatta olmad€«€ ve erkek ,ocuklar€n s...z konusu
oldueu babal€k olgular€nda, kay€p bireylerin ara,t€r€lmas€nda, kitlesel felaketlerde Ki,,i
idantifikasyonlar€ndailede ya,ayaricer erkek bireylerinY kromozomlar€n€malizi ile
sonuca gidilmesnimkundur(Butler, 2005).

Y kromozomu fzerinde incelenen i,aretler, evrim sfrecindeki g..ar§ofn
anla,€lmas€ a,€s€ndargok 6nemlidir. Ozellikle Y-SNP%oler bu ara,tétarda
haplogruplar aras€ndaki farkl€l€klar€ tan€mlamada daha ide@ltit%yer ise
haplogruplar i,erisinde yak€n ili,kikerilerinayr€m€nda kullan€lmaktad€r. Y kromozomu
i,aretlerib...lgesel bir s€n€rlama e«ilimi g...stermi,, dieer bir dpgipiéasyoa 6zgu
kalm€, t€r. B...ylece Y kromozomu haplogruplar€n€n belirlenmesi ile filogenetik asa,lar
olu,turulmu,tur (Underhillet al.,1997, Cinnioglwet al.,2004). —zellikle modern insan€n
evrimi ve g..., yollar€n€n anla,€lmas€ a,€s€ndan bir,0k toplumun tekdpkleaorfizmi

,al€,malar€ halen sfrmektedir
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Mitokondriyal DNA ,al,tmalar,

tnsammitokondriyal DNA%.s€ (MtDNAY569 nfkleotid ,iftinden olu,akapal€
halkasal bir molekf| olup a<€r @dvy, H) ve hafifl(ight, L) olarak adland€r€lan iki DNA
iplik,isin den meydana gelir. Bir kiigik (12S) ve bir blyik (16S) rRNA, 22 tRNA ve
mitokondriyal enerji olu,turma yolu olan oksidatif fostasyonun alt tniteleri olan on tg¢
polipeptid kodlar (Wallace, 1994). Kodlama yapma 1100 baz ciftlik boliuma iséeri
deei,ken kontrol bolgesi (Hyper #riable Control Rgion, HVR) veya BLoop
(Displacement Loop) otak adland€r€l€r ve iki kEs€m i,erir: HYE024 16365 ve
HVRII (73 340) (Andersoret al.,1981). Bu ,e, itlilik populasyoa 6zgudiyhatta belirli
mitokondriyal i,aetlerdeki yfksek mutasyon oranlar€ ile aile df zeyine kadar inebilir
HVR%oler bireyler aras€énda %3 farkI€I€k g...sterir, bir ba,ka deyi,le rastgele se,ilmi, akraba
olmayaniki ki,ide, her yliz nikleotiddenicl farkl€d€r (Stoneking, 200®ar,€la,t€r€labilir
yfksek polimorfizm df zeylerinden dolay€, HVRAA analizleri icin genellikle gok
uygundur (Hummel, 2003). Ancak lozunb...Ige, aDNA ,al€, malar€nda tek bir
amplifikasyon ile ba,ar€lamayacas€ i,in, HVR%oleri ,0altmada fst fste ,ak€,an par,alar
olu,turmaks€kli€kla tercih edilen bir y...ntemdir (Krigtgal.,1997 Hummel, 2003;
Imaizumiet al.,2005;Bouwmanet al.,2006 2008;Dissinget al.,2007 Gaoet al.,2007).
Bu par,alar€n amplifikasyonu ve dizinlenmesi ile teorik olarak bfyfk boyutta bir dizin
yapEland€r€labilir (YandZhang, 2003).

tnsan mitokondriyal genomunun tf m dizisi 1981'de tespit edilmi,tir (Andetson
al., 1981). Bu ilk mtDNA dizisi, Anderson dizisi veya Cambridge Referans Dizisi
(Cambridge Referencgequence, CRS) olarak bilir{iek 1). Molekildeki her nukleotid

numaraland€r€larak dieer mtDNA dizileriyle kar,€la,t€rmada Edaykullan€lmas€
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saslanm€, t€Daha sonra 1999 y€l€nda Andreesneslekta,lar€ (1998 raf€ndan bu
dizinin yenilenmi, hali (revised Cambridge Reference Seqeiei@RS) yay€nlanm&€, t€r
Bunun orijinal Cambridge dizisinden fark€, mtDNA dizininde df zeltilmi, ve darmm€,
on sekiznikleotid icermesidi{Andrewset al.,1999).

Oositsitoplazmas$oluyla iletildiei i,in, anne kal€t€EmI€ olan mMtDNA dizininin
deei,ebilmesi i,in tek yol, yay€lan annesel soylar boyunca mutasyonlar€n dizinsel
birikimidir. —zellikle mitokondriyal DNA'n€n | ve Il de<i,ken b...Igeleri, temelde
mitokondrilerdeki DNA tamir mekanizmalar€n€n eksiklisinden dolay€, deei, iklikleri belli
bir oranda biiktirir. Mutasyonlar rastlant€sal oldusundan mtDNA%.n€n kodlayan /
kodlamayan herhangi bir b...Igesindeki baz deei,ebilir. Hatta vf cuttaki her hfcre yfzlerce
mitokondi ve binlerce mtDNA i,erdiei i,in mitokondriyal mutasyonlabutiindokulada
vicut ve Ureméicrekrinde meydana gelebilirafkl€ tip DNA mutasyonlar€n€n ve
bunlar€n hfcre ve dokulardaki das€l€m€n€n anlamlar€ ,ok farkl€ olabilir. Somatik dokularda
artan mutasyonlar, hfcresel enerji fretimini bozar ama bireysel olarak da yok edilir. Di,,i
ureme hiarelerinde artan mutasyonlar, yeni mitokondriyal DNA polimorfizmleri veya
MtDNA bozuklueu olarak yeni nesillere aktar€l€r. Somatik mutasyonlar, mitokondriyal
hasar€suresinibelirlerken, kal€t€Emsal mtDNA mutasyonlar€ Kklinik belirtilerin ,iddetini ve
yap€gnetkiler (Wallace, 1994).

Bir mtDNA mutasyonu artt€«€nda “heteroplazmi™ denilen mutant ve normal
molekfllerden olu,an intrasellfler bir kar€,€m meydana gelir. Bunu takiben mutant ve
normal mtDNA%olar mitoz ve mayoz replikasyon s€ras€nda yavru hfasgjete r
da<€ld€-£€ i,in mutant ve normal molekfllerin yfzdesi ya saf mutant ya da saf normale

doeru hfcre iinde sfrfklenir ki; bu da "homoplazmi™ olarak adland€r€l€r (Wallace, 1994).
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Heteroplazmi f, df zeyde olabilir: Bir hfcre sadece homoplazmik mtDNA tairéhiicre
farkl€ mtDNA haplotipleri ta,€r, ancak her bir mitokondri homoplazmiktir; her mitokondri
farkl€ mtDNA tiplerini i,erir (Lutzet al.,1999).Heteroplazminin insanlarda varl€+€, s€kl€«€
ve da*€l€mE, gfnfmfzde kesin olarakrbdémektedir. DolaysEyla heteroplazmi, mtDNA
tipleme sistemleriyle her zaman belirlenemese de, butun bireylerin bir dereceye kadar
heteroplazmik oldueu df ,f nfImektedifarkl€ dokularda (kanda en df,,flacta en yiuksek
s€kl€la), hatta ayn€ bireyin ayn€ dokular€nda biléEfddrecelerdeeteroplazmi goralur
(Rudinandinman, 2002Bini andPappalardo, 20Q05Salasve meslekta,lar@001) tek bir
sa,€n farkl€ b...Ifmlerinde farkl€ dfzeylerde heteroplazmi bildirmi,lerstmlarda
heteroplazmi hakk€ndaki bir,ok ara,t€rma tai&klarla baslant€l€ mtDNA mutasyonlar€ ile
ilgilidir, ,fnkf homoplazmi patojenik mutantlar€n ,oeu i,in ...Idfrfcfdfr (Letal.,

1999).

Yuksek MiDNA dizin ,e, itlilie i, coerafik olarak ayr€im&opulasyofar aras€nda
belirgin olarak gorulir. Bu varyasypitk kez Avrupa, Asya ve Afrika%ed@planan
...reklerden Hpal s€n€rland€r€imE€, par,a uzunluk polimorfizmlerinin (Restriction Fragment
Length Polimorphism, RFLRInaliz edilmesi sonucu ...rneklerin etnik ve coerafik k...keni
ile bir korelasyon olu,turmak i,irg6sterimi,tir. Bftfn dfnyadaki 6populasyodan 3065
MtDNA%o.daki Avall, BamHI, Haell, Hpal, Hhal ve Mgitli yiksek polimorfik enzimled
restriksiyon b...lgesi farkl€l€klar€n€n analizi, insan mMtDNA%.SEn€n e, itlilisinin evrimi
hakk€nda birkatemel ilkeyi g€+a ,€karmE€, t€r: (IMtDNA mutasyonlar€ yay€lan maternal
yollar boyunca dizinsel olarak biriki{2) MtDNA varyasyonu bireyin etnik ve coerafik
kokeni ile yuksek korelasyon gosteli8) Ba«€ms€z restrikon bolgelerindeki varyantlar

ya her zanan birbirkriyle ili,kilidir ya da hi, ili,kili de«ildir ; bu da mtDNA'lar€n ,0k az
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rekombine oldeunu veya aslagkombinasyonun ger,ekle,medisirgosterir.(4) Homo
sapieng,in tek orijin vard€r, insanlar i,in mtDNA aeac€ tek koldan k€talara yayBJEr.
Bireyselpopulasyotar icinde mtDNA dizine,itlilisi , Afrika populasyotar€ndan

yuksek, Asya ve Avruppopulasyotar€nda yfksek, Aemika yerllerinde en df, fktfr

MtDNA mutasyonlar€n€n ve dolay€s€yla dizin ,e, itlilisinin olduk,a sabit oranda biriktiei

farz edilirse, buH. sapien%oin Afrika%odan k...ken ald€+€, Asya ve Avrupa%oya g..., ettiei ve
nihayet Ameika%e ula,t€+€ anlam€na gelir (Wallate94).

MtDNA haplogruplar€n€n filogenetik grupland€rmas€n€n coerafik erkeellikl
uyumlu oldueu bulunmu,,; haplogruplr adand€rma ve frekansldai®93 ve 1994
y€llarEnd&hen, Torroni, Wallace taraf€ndafrikal€lara(L), Asyal€larag), Avrupa/Bat€
Avrasyal€laraH, |, J, K)ve Amerikan yerlilerineA, B, C,D) 6zguolaraktespit
edilmi,tir. Farkl€ ara,t€rmac€lar etnik toghnsapopulasyorincelemelerini

surdirmektedler (Mitomap, 2@9).

DNA Tipleme Sistemleriyle Akrabal,k Analizi

DNA, bireylerin idantifikasyonu kadar, iki ya da daha fazla bireyin ayn€ aileden
olup olmad€klar€n€ belirlemek i,in de kullan€labilir. Bu ,adéamakrabal€k analizi olarak
adland€r€l€r ve gfnfmfadé bilimlerdeen temeluygulamas€ babal€k testleriéi€smen
anneden, k€smen babadan kal€t€lan DNA pd&filelirli bir STR bdlgesinin alelleri aile
asac€na yerle, tirildisinde, ailegindeki ili,kiler ortaya ,€kar Bujdosoet al.,2003 Brown,
2006. Populasyoda s€k rastlanmayan bir alelin istatistiksel olasfll€«€indeyuksek
olsa da, ,al€,€lan bireylerin bir lokusta dahil edildiei bilgisi, akrabal€+€ g...stermek i,in

yeterli deeildir. Kesidiei artt€rmak i,in daha fazla STR lokusu ,al€,€lmal€d€r, ancak analiz
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sonsuz da olmamal€, g...rflen ili,kilerin kabul edilebilir bir olas€l€Kdiershy€da b...Ige
incelenmelidir Wenk, 2004. Bir populasyoda df,fk frekansl€ alellerin varl€+€ artt€k,a,
popilasyon,indeki yak€nl€k olas€l€«€ da artar (Boljuncic, 2007).

Mitokondriyal DNA, bireyler aras€nda ili,kileri ortaya ,€karmak i,in kullan€lan
polimorfizmlere shiptir, ancak e, itlilik STR%olerkikadar fazla deeildirAncak mtDNA
sadece anneden KEIEE-€ i,in bfyfk ...nem ta,€r. Babaya ait mtDNA d...llenme s€ras€nda
kayboldueundan ,ocueun DNA i,erieiyle kar€,maz ve ,ocuklarda her zaman anne ile ayn€
MtDNA g...rflfr. Bireyler uzaktan ili,kili bile olsa, bu annesel kal€t€m naoaheli
taraf€ndaakrabal€ldréortaya ,€karmay€ kolayla,t€fRudinandinman, 2002).

Genetik dan€,manl€kta, ikiz ,al€,malar€nda, bebeklerin hastanede kar€, t€+€
durumlarda, infertilite tedavisinde gamet ve embriyo birle, tiriimesinde akrabal€k analizleri
yararl€ olmaktad€r. Bu tEpakla,€mlar€n ...tesinkiEn akrabal€+€ ,al€,malar€ adli
bilimlerde, varolmayan veya sonland€r€lm€, resmi veya gayriresmi ili,kilerden doean
,ocuklar€n sosyal bak€mlar€n€n fstlenilmesinde, mal ve sosyal gfvenlik hukukunda ve
g....menlik kararlar€nda ,ok dstidir. Hatta insan d€,€ df ,fnfldfefnde, yabani hayatta
bitki ve hayvanlar€n soy i,i ,iftle, tiriimesinde dakrabal€k analizinemlidir (Wenk,

2004).

Gfnfmfzde var olan teknoloji ile soy bas€ ara,t€rmas€ mfmkfn oldueu gibi, bunun
k...kleri tarihe dayand@ré&k atalar€n tespiti, ait olunan k...kenin belirlenmesi de s...z
konusudur. Bir,0k laboratuvar, belirli fcretler kar,€l€+€nda bireylerin genetik atalar€
hakk€nda ayré€nt€l€ bilgi saslad€klar€n€ iddia etmektedir. Bu kurulu,lar, yeryfzfnde var olan
belirli poplasyorarla ili,kilendirilen haplogruplar€ belirleyecek DNA dizinleme

tekniklerini kullan€r. Baz€lar€ bireyin etnik ge,mi,inin yfzde deeerlerini verir (%35
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Avrupal€, %50 Asyal€, %15 Afrikal€ gibi). Ancak bu hizmattgfvenilirliei tart€, mal€d€r
(Walker,2008).

DNA tiplemesinin akrabal€k analizinde kullan€ld€«€ ilgin, bir ...rnek, 1990%.larda
Rus hfkfmdar ailesinin son bireyleri, Romanov%olar€n kentklgenekle,tirilen
al€,mad€r (dH et al.,1994):"ar Nicholas Il, Rusya Devrimi%ondétian indirilmi,ti. E,i
CariceAlexandra ve be, ,ocuelle birlikte hapse at€lm€,, 1948le doktor ve hizmet,ileri
de dahil hepsi ...ldfrflmftf. 1991%.de komfnizmin df,mesinden sonra, cesetler
mezarlar€ndan ,€kar€ld€ ve incelenmeye ba,Medérlardan elde edilen cocuk ve
yeti,kin kemikleri birbirine kar€ t€«€ gibi, doktor ve hizmet,ilere ait kemikler de ay€rt
edilemiyordu. Ancak ,ocuk kemiklerinin sadece “ar ve “ari,e%oye ait oldueu
df.fnflfyordu. Dolay€s€yla hangi yeti,kinlerin ,ocuklar€n ailesi oldusundan yola ,€k€larak
Ca ve "ari,e%onin kemikleri belirlenebilirdi.

Her bireye ait kemikten DNA cekitlendi &, STRIokusu PCR ile tiplendi.
Sadece ikisi ,ocuklar€n ebeveynleri hakk€nda yeterli bilgi saslayabildi. Ancak bunlar
ger,ekten Romanov%olar€n kemikleri miydi yoksaaneitbir ailenin iskelet kal€nt€lar€
m€yd€? Bunu belirleyebilmek i,in kemiklerdeki DNA, Romanov%olar€n ya,ayan
akrabalar€n€n DNA%olar€ ile kar,€la,tRdit€hoviclarEn mtDNA ,al€, malso@unda
kemiklerin “ar Nicholas, “ari,e Alexandra ve f, k€z ,ocklar@€n oldusunu g...sterdi.

Romanov%olar€n mé€rata sadece f, ,ocuk bulunmu,tliek oslanAlexei ve dort
k€zdan biri kayEp®D.yf zy€l€n ortalar€raigok kad€n Romanov prensesi oldueunu iddia
etmi,tir, ,fnkf kemikler elde edilmeden ...nce bile, k€zlardanrb{Anastasia)
Bol,eviklerden bat€ya k&#€ s...ylentisi vardBNA analizi, bu iddialarda bulunanlar€n

hi,birinin "ar ve "ari,e%onin k€z€ olmad€«€n€ g...stermi,tir. Tki ,ocueun yoklueu, kemiklerin

46



farkl€ bir yeray...mfImf, olduklar€n€ df,fndfrmf(&ill et al., 1994). Ancak son y€llarda
bir erkek ve bir k€zgcusunun iskeletlerin bulunduethununla birlikteAlexei%onin giydiei
k€yafetlde Maria%on€n kulland€+€ tak€lara bkaEmt€larEn€nlulaiskeletlerin yan€nda
bulundueubildirilmi,tir (Brown, 2006).

Arkeolojik kapsamda aile btar€n€n a,€klanmas€ iin bir ...rnelAtheanya
Bavarid@od&t. Margareth%os Kilisesi kaz€s€ndalg (Q¢ilstenbergest al.,1999).
Kilisedeki mezar ta,lar€ ve a,€klaraglKonigsfeld Kontu ailesinin yedi neslinden sekiz
erkek breyin1546 1749aras€nda g...mfldfefnf g...sB=kizbireyde genetik testler,
tarihi kaynaklarda yaz€lan ,ecere ile farkI€El€k g..(Sekilr5). Bunlardan iksi genetik
olarak kad€nd€r ve Kont deeildir. Otozomal ve Y kromozomal mikrosatellitler daha ileri
anomaliler oldusunu ogtya ,€karm€,t€r. Bu i,aretler, ém bfyfk Kont%oun iskeletlerinin
(55 ve 33)muhtemelen kaz€ s€ras€nda kar€, t€+€n€ ve son&ihesinceki Kont%dis4)
biyolojik oelu olmad€«€n€ g...stermi,tir. Bu sebeple bu birey, ya K...nide&anabireyi
desildir, ya da babal€k d&)€ olgudur. Giceda Karl Albrecht olarak bilinen kad€n birey
(32) otozomal haplotipi, Karl Albrecht%o.in k€z kardefbeorg Josef%{ihl) k€zE€d€Ni-er
kad€n birey (lise bu kad€n€(82) annesi olarak tan€miér (Georg Josef%oin kar€s€).
K...nigsfeld%clerden Georg Josef ve tf m aile grubunun varl€«€, Georg%oun asl€nda bir babal€k
d€,€ olgunun frfnf oldueunu g...sterir ki; K...nigsfeld soyu d€,€nda bir ki,i ve onun ailesinin
bu mezarda yatt€«€ ortaya ,€kar. Diearhi bilgi ve belgelerle kurulan aile ili,kilerininse

genetik analizlerle uyumlu oldueu da g...sterilmi,tir (Gerstenbetgar,1999).
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Arkeolojik ve tarihsel Genetik yap€land€rma
yap€land€rma

Karl Albrect%o.in k€z karde,,

Belirlenemeyen kad€n
birey (30 ya,lar€nda)

eekil 5. K...nigsfeld Kont%olar€n€n gelenekspeiegbrl€«8da (1546 1749 arkeolojik

ve tarihi kay€tla g...re ,€k@lan soyasac€ ilgenetik soyacac€ngar,€la, t€r€imas€
Otozomal STR%olerle 33 ve 55 yer desi,tirmi,, hem otozomal hemSiER%olerle 11%oin
54%of n biyolojik oelu oldueu d€, lanm&)cak otozomal STR%olerle 32%chasBaldusu
belirlenmi,tir. 32%onin bir kéid, muhtemelen Karl Albrecht%.in k€zkarde,lerinden biri
oldueu belirlenmi,tir. O gfne kadar idantifiye edilememi, yeti,kin bir kad€n olé32%in
annesidt; boylece Konigsfeld ailesinin bir tyesi olarekia Anna olarak tespit edilir
(Hummel| 2003.

Akrabal,k Tayinlerinde €statistiksel Hesaplar

tncelenen bir biyolojik ...rnesin idéfikasyonundan sonrj,iye ait olup
olmad€«€n€n tespiti i,yap€lan kar,€€rma sonunda.rnek diénabilir veya dahil
edilebilir. Bu dahil etmedeastgele uyu,ma olas€l&&mlidir veistatistiksel hesab€n
yap€labilmesi i,in, incelenen ...zelliklerin toplumda g...rflme s€kl€«€n€n lgénekesi
(Rudinandinman, 2002)Adli bilimlerde olas€l€kka, ki,ide bir ayn€ DNA profilinin
g...rflebilece«irbildiren bir indeks ve bu ireksten yararlan€larak elde edilen Essen
M...ller oran€ (W) ile hesaplaiiE&senMoller, 1938) Ebeveynlik testlerinin d€,€nda,

kitlesel felaketlerde kar€,m€,, par,alanm€, bireylerde veya kay€p ki,ilerde ters ebeveynlik
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testleri deyap€lailir. Ancak akrabar gibi birbiriyle genetik olarak ili,kili bireylerin DNA
...rnekleri aras€nda bir,ok alel payla,€ld€-€ndan, farkl€kswtesfitikler uygulanmal€d€r
(Funget al.,2003;Butler, 2005 Brenner, 200p Hatta baz€ olgularda, ...zellikle g...,menlik
uygulamala€nda yanl€, baban€n akraba olma olas€l€+€ yfksektir. —rnee«in; incelenen birey
gercekbaban€n erkek karde,i olabilir (Fueigal.,2002).Aile ili,kilerinin etkisini

hesaplamak i,in uyu,ma olas€l€k formflleri gellgmi,tir. Bu olas€l€klatpkuslar€mer
alelindefarkl€ oranlarda olmak fzere akrabal€k derecesi yak€nlaték, éEvetiand

Weir, 1998).

Gunumuzdara,t€rmac€ldnabal€k veya karde, lik analizlerinde kullan€lacak
yaz€l€mlageli,tirmekte veya var olanlar€ deneyebdkn df nyas€na sunmaki€r Blouin,
2003;Fung, 2003RianchoandZarrabeitia2003;Funget al.,2006 Fischer, 2009Alt et
al.,2009. Genetik verileri incelemek igcinygun bilgisayar programlar€ oldueu gibi,
istatistiksel hesaplar pabilenyaz€l€mladapiyasada mevcutturrne«in; ~BioEdit™gibi
programlardizin verilerini i,lemek i,in kullan€l€r ve ...rnekler aras&ad£la,t€rmalaa

kolayl€k saslafwww.mbio.ncsu.edBioEdit/bioedithtml). “Popgen&gibi cok say€da

...rekle ,al€,abilastatistik programla€ile alel frekanslar€ndapoptilasyotar aras€

genetik uzakl€-a kadaircok bilgi elde edilebilir fttp://www.ualberta.ca/~fyeh/

“Powerstat8yibi programér ise...rneklerin rastgele uyng olas€l€klar€, sisterm

d€,lama gf cfibi hesapla€yapar(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/

Bireylerin akraba oldueu durumlarda yap€laemalizlere 6zgistatistiksel hesaplamalar
yapan programlada geli,tirilmi,tir. —rnesin, "Familias™ program€ DNA profilleri bilinen

ancak aile ili,kileri sorgulanan olgularda olas€l€klar€n belirlenmesi i,in kullan€l€r (Egeland
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et al.,2000).” GenoProofMaz€l€m€ standart babal€k testlerine ek olaraY>SVR

analizleriyle akrabal€karde,likili kilerini araliz eder(http://qualitype.de/genoprodf/

BEYOARKEOLOJEK ORNEKLERDE DNA ,ALI*MALARI
Eski orreklerden DNA eldesi ilk kez 1984'te Higuala meslekta, lar@raf€ndan
g...sterilmi,tir. Atgillerin nesli tfkenmi, bir fyesi olBquus quagdén€n mfze ...rneesinde
(deri kal€nt€largY kleik asitlerin varl€«€n€ ortaya koymu,lar ve bunun modern zebra ile
filogenetik yak€nl€«€n€ belirlemi,lerdir (Higuehal.,1984). Bir y€l sonra Pesbo (1985)
M€s€r Hanedanl€«€%0.na @@ 2dll€k mumyala,m<€, bir ,ocuktBNA dizisi elde etmi,tir.
Bu sonu,, sadece molekfler analizin mfmkfn oldusunun g...sterilmesi a,€s€ndan decil
ayn€ zamanda bfyfk bir DNA par,as€n€BKb) dizinlenebildisini ortaya ,€karmas€
a,€s€ndan da ...nemligagbo, 1985 Johnsorve meslekta,larL985) mamut
kal€nt€lar€nda, Rogers ve Bendich (1985) ise herbaryum ...rneklerinde DNA%on€n varl€«€n€
ispatlamgard€r.Bu ilk cabdar eski DNA par,alar€n€ elde etmek, bir vekt...re kopyalamak
ve klonlanan par,alar€n dizinlenmesi a,amalarén€ i,ermeki&ydak bu teknikzole
edilmi, ,ok fazla aDNA gerektiriyorduDaha sonr@CR'€rke,fi ile birlikte (Mullis and
Faloong 1987 yap€lan ilk aDNA ,al€,mas€, Hagelbeegmeslekta,larfEn (1989)
arkeolojik kemikten ba,ar€yla DNA ,oealtmas€d€r. Ard€nolasay€da ara,t€rmaegkl€
coerafik bolgelerdekie, itli drnekerden eski DNA elde etm@l€, malar€Enaa,lam€ €r.
Fiziksel antropolojide eski DNA analizl€,malag€ bireysel veya toplumsal
yap€labilirGe,mi,ten kalan iskeleveya doku ...rnekleri bulunmu, bir bireyden
ger,ekle,tirilen DNA analizi ile cinsiyet tayin edilebilir, idantifikasyon yap€labilir

Arkeolojik kokenli iskelet koleksiyonlar€En€NA incelemeletyle tarih dncesi toplumlar€n
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genetik 6zellikleri ve gogekilleriyle ilgili bilgi edinmek dentimkundirTum bu verilerle
bireyler aras€n#étaakrabal€k ili,kileri belirlenebilir, arkeolojik ve modern toplumlar

arasfida,e,itli kar,€la,t€rmar ger,ekle,tirilebilir (O%.Rourket al.,2000).

Birey DlUzeyindeaDNA ,al,tmalar,

Cinsiyet Tayini: aDNA, en basit df zeyde, X ve Y kromozomlar€ fzerindeki
i,aretleri kullanarak bireyin cinsiyetini belirlemeye yarar. Geneitilsigetlendirme,
standart morfolojik yontemlerle cinsiyetinin belirlenmesi ¢ok zor olan ¢ocuklar ve ergin
olmayan bireylerde veya par,alanm€, kal€nt€larda ...zellikle yavargeteklidir(Stoneet
al., 1996;KaestleandHorsburgh 2002 Imaizumiet al, 2005 Arslan et al., 2008

Pompei arkeolojik alan€ndan elde edilen kal€nt€lar€n cinsiyetleri molekfler df zeyde
tayin edilmi,, antropometrik deeerlendirmelerle kar,€la,t€r€larak sunulmu,tur. On f,
iskelet ...rneeinden f,fnde cinsiyetin tahmin edilenddd€asidueu belirlenmi,tir
(Cipollaroet al.,1998).Meyerve meslekta,lar@000), on iki bireye ait otuz altk, ve
kemik ...rnesinde Amelogenin analizi ger,ekle,tirmi,, baz€ erkek bireylerde amplifikasyon
olmam€,pazen de alel df ,mesi ile cinsiyet taynurla,m€, ve bas€ms€z ba,ka PCR%olar
yapmak gerektiei belirtilmi,tir.Diyarbak€r, "ay...nf gesinde bulunaf.400 y£€ll€k on
insan kafatas€ ...rneeinklge Y kromozomlar€ndaki alfoid tekrarlar€ ve amelogenin
kullan€laralgenetik cinsiyet tayini ger,ekle, tirmi,, dokuzunda morfolojik cinsiyet
genetik cinsiyet ile doerulanmé€, @1athesorandToy, 2001) Hatay%.€n Reyhanl€ ihels
Amik Ovas€'n€n ortas€ndaki Kalkolitik yerle,im yeri olan Tell Kurdu%o.dan elde edilen kemik
...rneklerinde molekfler cinsiyet %64 béya belirlenmtir (Mekel-BobrovandLahn,

2004).
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R...nesans d...neminin en bfyfk bilginlerinden biri sdy0&r, 374y€llar€
aras€nda ya,am€, ttalyan hfmanist ve ,air Francesco Petrarca%on€n 2003%ote a,€lan
mezar€ndan ,€kar€lan kemiklerin analizinde;y@bhsiolekfler df zeyde ,al€,€ImE€,,
kaburgakemillerinin erkeee,ancak di, ...rneklerinkad€na ait oldueu belirlenmi,tir.
Bulgular morfolojik analizlerle tutarl€d&yyr€ca kafatas€n€n kaburga kemiidien iki yiz
y€l daha eski oldueu a,€+a ,€kar€im€REtrarca%.n€n iskelet kalEnt€lar€n€n bir kEsm€n€n
,alEnd€<€ bilinmektedir. Ancak bu bulgulardan sonra, bir kad€na ait ve daha eski olan
kafatas€n€n, ,al€nan kemiklerin yerine konuldueu df, f nfIm{Ceimamelliet al.,2007,

Pilli et al.,2008.

€dantifikasyon: aDNA, adli bilimcilerin kulland€klar€na benzer y...ntemlerle
bireyleri idantifiye eder. Bu yolla, kar€,m€, ...rnekler en az birey say€s€na ayr€l€r ve
g...mflme s€ras€nda veya kaz€dan sonra k€r€lm€,sa birle,tirilebilir. Eeer morfolojik katk€lar,
bireyin genek veya salg€bir hastal€ktan etkilendieini g...steriyorsa, aDNA hastal€+€n
varl€«€n€ doerulayabilir. Ya,ayan atalar€ bilinen bireyler, aDNA yoluyla birbiriyle
k€yaslanarak idantifiye edilebiliK§estleandHorsburgh 2002. Arkeolojik kaz€larda
bulunan hgvan kemikleri genellikle deneyimli bir arkeozoolog taraf€ndan kolayl€kla
belirlenir. Ancak tfr idantifikasyonu sadece diyafiz par,alar€ kalm€,sa zorla,abilir.
—zellikle iki yak€n tfr ola koyun ile keciyi, kopek ile kurday€rmak zordur. Bu tfrlere ait
kemik drneklerinden molekuler genetik analizledantifikasyon yap€larak kesin sonuca
ula,€€(Hummel, 2003

Japonya%oda iki b...Igeden elde edilen, baz€lar€ birlikta fg. ikirgilup insan
kalEnt€s€ (yirmi alt€ ve yirmi dokskelet) VNTR kulan€larakdantifiye edilmi,,,

birbirleriyle kar,€la,t€r€Im€,, ancak eski toplumlarda alel frekanslar€ hakk€nda veri olmad€+€

52



L,in akrabal€k olas€l€«€n€ tahmin etmenin gf, oldueu vangu€, t€r (Kurosakt al.,
1993).Kay€p bir ki,inin Tzmir%.de bulurskeletiDNA analiziyie idantifiye edilmi, ve
aile baelar€n€n tahmini yap€lm€, t€r (Altuafdl.,1999).

Mart 1995% Bolivya Hf kf meti taraf€nd&he Guevara%.i@&60%olarda flkede bir
yerlere g...mflmf, gerillalagh kal€nt€lar€n€ bulmak i,in komisyon olu,turulmuCirup
daha sonra uluslar aras€ boyut kazanm€, ve Arjantin, Kfba ve Bolivya%.dan adli bilimciler
de kat€lm€, t€r. Birka, ay sonra iki g...mfngerbaz€ iskeletler bulunm&TRve mtDNA
analideriyle idantifikasyon yap€Im&€,t€r. Bireylerin ,ocuk ve e, lerkde €la,t&mdar€
sonucund&imlikleri tespit edilmi,,biri d€,lanm€,, dieeri sadece karde,i hayatta oldusu
L,in kesin olarak belirlenememi,tiral€,ma hem tarihsel, hem de insani sebeplerle
Bolivya%odaki sava,ta grubun ...len fyelerinin bulunup belisisgmelevam eden cabalar
a,€s€ndan ...nemlidir (Lleoredral.,2000).

Almanya, Lower Saxony%ddarz daslar€n€gf neybat€s€ntlalunan Lichtenstein
Masaras€%onda 1972%.de varl€+€ tespit edilen g...mfler Ge, Tun1RE6%DARC)
tarihlendirilmi,tir. Heminsan, hem hayvan orijinli iskelet matery#h 8° C%olik sabit df, fk
€s€ val €ta, €, kire, ve silisli tortuabakas€ ile kaplanm€, olmselfebiyle ¢cok iyi
korunmus,tur. Sae ve sol femur ve tibialar ile birlikte iki kal,a kemisinden STIRIDNA
ve Y kromozonu analizleriyap€Imé€,femurlar, tibialar ve bir kal,a kemieinin ayn€ bireye,
ikinci kal,a kemieinin ba,ka bir breye ait oldusu belirlenmi,ti{Schweitzeset al.,2008).

Kay€p insanlar i,in kurulmu,, olan uluslar aras€ komisyote(national
Commission a Missing PersonsCMP), Yugoslavya%odaki kitle mezarlar€ndan elde edilen
degra@ iskelet kal€nt€lar€nda on biirbiizerinde bireyn, kay€p ki,ilerin aile bireylerinin

profillerinden olu,an geni, bir veri taban€ ile k€yaslanmas€ yoluyla idantifiyeiadjldu
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amaclamini-STR%oleri kulland€klarBidirmi,tir (Parsonst al.,2007).Fondevila ve
meslekta,lar€ (2008)flpfk bir orman yang€n€ndan elde edilemiaame€, bir kemiei
tipleyerek k€z€ oldusunu iddia eden ki,inin profégik€yaslanmasg€ i,in KT SNP, nni-

STR analizleri ve mtDNA idinlemesni ger,ekle, tirmi,tir.

Aile DuzeyindeaDNA ,al,tmalar, (Akrabal,k Tayini)

Soy aea,lar€n€n kullan€lmas€n€n antropoloji i,inde uzun birvard€r ve aDNA
analizleribu uygulamalar€ ge,mi,e doeru geni,letyiesaslam€, t€r. Basit bir ,ekilde,
sadece annelik ve babal€k deeil, annaseitérna) ve babasalgaternal yollar mtDNA ve
Y kromozomu ile idantifiye edilebilir. Y fksek ,e,itlilikte uzun DNA b...Igeleri incelenirse,
ayn€ arkeoldjib...lgeden ayn€ mutasyfaayla,amnsanla€n yake€n ili,kili oldusu
belirlenir. Ciinkimeydana gelen bir mutasygaterli nesiler boyunca ayr€lmamé€, t€r.
Ancak bu y...ntem yfksek gfvenilirlikle annelik / babal€k tayini saslamdardirsadece
annesiyle de-il, karde,leri, annea@si, anne taraf€ndan akrabalar€ (teyze, day€, kuzen) ile
de ayn€ mtDNA mutasyonlar€na sahiptnzer ,ekildeerkekler de sadece babalar€yla
deceil, erkek karde,leri, baba taraf€ndaki akrabalar€ (dede, amca, erkek kuzen) ile ayn€ Y
kromozomumutasyonlar@payla,€Bireyler aras€nda annelik ve babal€«€ ger,ekten
belirlemek i,in, ,ok say€da yfksek desi,ken otozomal i,aretlerde ,e, itlilik incelenmelidir.
“ocuklar her ebeveynin her kromozomundan bir kopya ald€+€ i,in, otozomal
mutasyonlar€n€n yar€s€n€hihebeveyle uyu,mas€ gerekir. Ayn€ i,aretleri kullanmak,
dieer ailesel baslar€ da (karde,lik gibi) ortaya ,€kakexdstleandHorsburgh 2002.

Arkeolojik kay€tlar ,er,evesinde, annesel ve babasal yoilee§a daha belirgin

aile baslar€n€tespiti tarih ...ncesi toplumlar€n sosyal yap€, evlilik ve g...mme gelenekleri
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ile ilgili hipotezleri test etmede bfyfk bir atEl€md€r. Akrabal€k baslar€, g...mf modelleri ve
morfolojik benzerlikler temel al€narak hipotezlenebilse de, DNA kullanmadan dosrudan
belirlenemezKaestleandHorsburgh 2002.

Fily ve meslekta,lar€ (1998 ransa’n€n gfneyindeki Bask b...Igesinden d...rt Tun,
,a+*€ (3700 y£€l ...nce) iskeletinde HVRI ve HVRII dizin farkI€I€«€n€ bildirmi,lerdir. Sonu,lar
dikkat ,ekicidir, ,fnkf anne taraf€ndan baslant€ tesplilebilmi,tir. Sonuglar sadece
HVRII dizin bilgisine dayansa da, d...rdfnfn ayn€ aile fyeleri olmas€ di€a€lilen
HVRI dizinlerinin iseinsan kaynakl€ olmad€<€, s€,angillere ait oldueu g...sterilmi,tir. Bu
durum, 6zellikle pozitif kontrol drnekledlarak insan ya,€yla kar,€la,t€r€labilir nitelikte
olan bir inan d€,€ materyal kullan€lacalkdaNA ara,t€rmalar€nda primer tasar€m€n€n
spesifiklieinin garant edilmesi gerektieini g...sterir.

Doeu Kazakistan%oda bir k...yfn yak€nlar€nda ta, bir tf mfitfakatténmu,,
mezarda iyi korunmu, durumda bulunan iki iskelete ait kemik, beykagdokusundan
elde edilen DNA%.da STR ve mtDNA analiznegjldieer dokulardaki yfksek PCR
inhibisyonundan dolay€, sadece kemikte ba,ar€l€ sonu,lara ula,t€klalripetirt
—rneklerden biri kad€na, dieri erkeee aittir. Tlk ,al€,€lan sistemlerle her lokusta bir alelin
ortak olmasg€, bireylerin artoeul, babak€z veya k€z kardejkek karde, gibi yak€n
akrabal€«€na i,aret etmektedir. Lokus say€s€ artt€r€larak andiz§rage€keklenen
lokuslarda farkl€l€klar g...rflmf,tfr, b...ylece@uheeya baba€z ihtimalleri
d€,lanm€ t€r. MtDNA analizleri ile tespit edilen f, mutasyon sebebiyle, bireylerin karde,,
veya anne taraf€ndan akraba olma ihtimalleri de indirgenmi, tir. &.byleki,ilerin yak€n

akraba olmad€«£€, evli bir ,ift olabilecesi sonucuna var€lm€, t€r. Dolay€s€yla hem STR hem
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de mtDNA gibi analiz y...ntemlerini birlikte kullanarak akrabal€k konusunda yorum
yapmak daha fyenilir sonu,lar saslayacakt€r (Clisset al.,20Q2).

Kuzey Moeolistan%o.dakir nekropolden elde edilmi, elli ali€kelet kal€nt€s€nda
mikrosatellit ,al€EME,, k€rk yedinde(%84)ba,ar€ saslaarak baz€ ...rneklerin birbirleriyle
genetik yak€nl€klar€n€ ort&®ar€lmE t€r (Keysé&racquiet al.,2003).Japonya,

Hokkaido%oda g...mf b...Igesindeki bir mezarda iki iskeletin anne taraf€ndan akraba oldueu
belirlenmi,, tahmin edilen ya,lara g...re bunlar€n karde, (birinci derece akraba), day€/teyze,
erkek/k€z yeeen (ikinci derece akraba) ya da anne taraf€ndan égiéaeaiderece akraba)
olabilecekleribildirilmi,tir (Adachi et al.,2003).

Hindistan%o€n ,ehir ve k...ylerindeki taezarl€klard&TR ile aile ili,kileri
belirlenmeye ,al€,€Im€, ve veriletatistikselolarak deeerlendirilmi,tir. Sehir
mezarlar€nda dalfazla aile ba+€ tespit edilmi,, k...y mezarlar€ ise daha az genetik yak€nl€k
g...stermi,tir (Sivilich, 2005Ba,kabir ara,t€rmada ise ayn€ g...mf b...lgesinde bir
mezardaki iki yeti,kin kad€n€n aras€nda herhangi bil§alc@mad€«gelirtiimi,tir
(Adachiet d., 2006).

tspanya%on€n baz€ ajikebtilgelerinden elde edilen otuz dokkemik ve di,

...rnesinde mtDNA analiz edil, ve bireyler aras€nda df,fk ,e,itlilik g...zlenme,tir.

Bireylerin ,oeu ortak Avrupa motifini g...stermektedir. Bu durumda ayn€ mtDNAliprof
ta,€mak, anne taraf€ndan akrabal€«€ g...stermeyebilecesi i,in, ileri analizler yap€lmal€d€r
(Fernandeet al.,2006).Danimarka krallar€ ve krali,elgrin birlikte g...mfIf oldueu

katedralde 1074%ote ...len son Viking Kral€ Sven Estridsen%oin ve taaf€iveiain kimlisi

tart€, mal€ bulunan annesi Estrid%.in kemiklerinden mtDNA analizi ger,gkigjtir tki

birey aras€nda iki noktada dizin farkl€l€«€n€n g...zlenmesi, kad€n€n Sven%.in annesi
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olamayacas€n€, hatta fiziksel incelemeler bu bireyin daha garpold, Sven%.in, ad€
Estrid olan ve Krali,e fnvan€ alan iki gelininden biri olabilecesinaget ,€karm€ t€r
(Dissinget al.,2007).

“in%oin kuzeybat€s€ndaki Lajia b...Igesinde seli takip eden bir depremle ...Imf,, tarih
...ncesi toplumdan elde edilen ontalege ait di, ...rnekleriyle anne taraf€ndan akrabal€«€
belirlemek icin mtDNA analizleri ysfim€£r. “fnkf antropometrik analizler ve iskelet
pozisyonlar€, ara,t€rmac€lara ...lenlerin yak€n akraba olduklar€n€, hatta baz€ bireylerin anne
,ocuk oldueunu df ,fndfrmftur. Analiz sonunda on ddbirey ba,ar€yla tiplenmi,,
birbirleri aras€ndaki karde, lik, aroeul ili,kileri ortaya ,€kar€lmé€r(Gaoet al.,2007).

Kuzey HE€rvatistan%o.daki Erken Orta "ae g...mf b.dk&jesirt bireyden DNA
analiz ediimi, ve akrabal€ola€l€klar€ hesaplanmé€, t€r (Boljuncic, 20Qifjanistafoda
Miken Uygarl€+€%ona ait bir mezardaran ve DNA analizi ger,ekle,tirilemskeletlerden
iki bireyin birbirinin karde,,i oldueubelirlenmi,tir. Bunlardan kad€n bireyin, erkeklerin ,ok
oldueu bu mezard herhangi bir evlilik ba*€ sebebiyle deeil, dosum hakk€na sahip bir

pozisyonda olmas€ sdipde bulundueu g...sterilmi,tir (Bouwma al.,2008).

Toplum DiizeyindeaDNA ,al,tmalar,

Baz€ arkeologlar, yepbpulasyofar€n son 10.000 y€l i,inde Avrupa%oyaegmi,
olabileceeini df ,f nmektedirkK€taya tar€m€ bu insanlar getiimiAvc€l€ktan ziraate ge,i,,,
Guneyat€ Asya%oda 10.000 y€l ...nce Erken Neolitik k...ylfleri bueday ve arpa gibi tohumlar€
ekmeye ba,lad€klar€nda ger,ekle,mi,tir. Df zen kurulduktan som€m tAsya, Avrupa ve
Kuzey Afrika%oya yay€lmE t€r. Kfltfr bitkilerinin kal€nt€lar€ i,in arkeolojik alanlar€n

ara,t€r€lmas€ ile Avrupa%oya tar€me€ getiren iki rotan€n izi bulunmu,tur. Bunlardan biri
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Akdeniz sahilinden tspanya%oya, tngiltere%oye; ditenase Rhine vadileri boyunca

Kuzey Avrupa%oya doerudur. Tar€Em€n yay€lmasg€, ,ift,ilerin bir yerden ba,ka bir yere g...,
ederken bulu,lar€n€, hayvanlar€n€ ve tohumlarén€ dayatdaa&, o zamanlar
Avrupa%odakar€m ...ncesi topluluklar€ yerlemdtmeleriyle grgekle, mi, tir.

Arkeogenetik,iler, 1990%olarda Avrupa%quigikilasyofarda 95 nikleer gen bolgesi ile
yap€lan geni, filogenetik ,al€,malarla ...rtf,,en bu modeli desteklemektedirler. Bu da,
gfneybat€ Asya%.dan kuzeydoeu Avrupa%ocya veya tam tersi y...nf naeobdueunyf

g...sterir. “fnkf ilk g...,ler, arkeolojik kay€tlara g...re tar€Em€n yay€lmas€yla ayn€ zamana
rastlamaktad€r (Brown, 2006).

Avrupapopilasyotar€ya ikinci ,al€,ma mDNA ile ger,ekle,tirilmi,tir. Sonu,lar,
Avrupal€ toplumlar€n son 20.000 y€ld€r sald€kEn€ g...stermi,tir. Bu durumda tar€m
Avrupa%oya ne zaman yay€lm€,t€r? Modern Avrupa toplumlar€nda daha ileri mitokondriyal
DNA varyasyon ,al€, malar€, tar€m€n yay€lmas€nda ba,ka bir modelin oldueunu i,aret
etmektedir. Modern Avrupal€lar aras€nda mitokgaldyenomun 11 bfyfk s€n€fa
(haplogrup) ayr€labilecesi belirlenmi,tir. En eski haplogrup, Avrupa%o.da 50.000 y€I ...nce
g...rflmf.tfr. Bu, arkeolojik kay€tlara g...re, ilk modern insan€n k€taya geli,i ile
,ak€ maktad€mMar€EmE€n ba,lang€ck ile ili kili olabileegkyeni haplogruplar, J ve T1,
modern Avrupgopulasyotar€n€n %8%of ile ifade edilir. Gfnfmfzde tar€m€n Avrupa%oeya
...nceden oraya ya,ayan topluluklar€ yok etmeden onlarla birlikte ya,ay€p freyen kf,fk
...ncf gruplar taraf€ndan getirildiei df,,f nfImektedio{Br, 2006).

Tarih 6ncesipopulasyotar€n hareketi, devaml€l€+€ veya yer deei,tirme konular€,
...zellikle test etmek i,in ,0k say€da eski birey varsa, aDNA kullan€texellemnebilir.

Pompei arkeolojik alan€n€n bu konuda bilimsel ...nemi ,ok fazlad€r, ,finkf bif
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tarinte ayn€ felaketle ...len bir ingapulasyonnun rastgele érneklemesini sunar
(Cipollaroet al.,1998).

PopulasyonGenetiti: G fney Almanya%.dat®ta%oa ait bir mezarl€ktaki otuz
sekiziskelet kal€nt€s€mfametik analizlerl@opllasyotar amlas£€ ili,kileriara,t€Em<€, t€r
(Scholzet al.,2001).Kuzeydoeu Sibrya%o.da ya,ayan etnik bir grup olan Yakut
toplumundan elde edilen iskelet drnekide STR ve mtDNA analizleriyle genetik
ili,kileri incelenmi,, eski Yakupopulasyon ile modern Sakalar as€ndaki ili,kiler ortaya
£Eka€lm€£r (Ricauet al., 2004, 2006)Gambave meslekta,lar@008), Dosu tspanya%.da
on yediarkeolojik b...Igeden elde edilmi, otuz alt€ farkl€ bireye ait yirmi bir kemik, on be,,
di, ...rnesinde mtDNA analizi ger,ekle,tirmi, vEber yarEmadas€n€n dosusunda prehistorik
Afrika genetik alt yap€s€n€n van€gt. . stermi,tiiGaove meslekta,lab&n€n (20073jia
bdlgesindeyapt€klar€ ,al€, madajia populasyonnun genetik yap€s€ hakk€nda bilgi
edinilmi,tir. Komfnite, matrilineal klamlesildir, baba taraf€ndan ili,kili ,o0k say€da ailenin
birle,mesiyle olu,mu, geni, bir toplumdur. Modern “ipopilasyon ile kar,€la,t€rma
yap€ld€-€nda, Kuzeybat€ "in%ode ya,am<€, bu étalkemarihi ile uyumlu olaraknodern
toplumunmaternal gen havuzukatk€da bulunmu, olabilecesi s...yleBu. arkeolojik
b...Ige, seli takip eden bir deprem gibi bfyfk bir felaketle yok olmu, tarih ...ncesi topluma
ait veriler sundusundan, ayn€ zamda arkeologlar taraf€ndan "Domompei™ olarak da
adland€r€lmaktad€r (Zhahgl., 2004).

Baz€ ...rnekler nadir de olsa iyi korundueu i,in DNA%odaki hasar oranlar€ g...z ard€
edilebilir. Ancak Ozelliklepopulasyorgenetiei ,al€,malar€nda DNA hasar€ ...nemli bir
fakt...rdfr ve mutlaka g...z ...nfne al€nmal€ veya elimine edilmeye ,al§ & ekt

al., 2008).Genetik varyasyogruplar€n atalar€Endan kal€t€ld€-€ i,in, farkl€ frekansl€ eski ve
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modern gruplar€n yak€n ili,kili olmamas€ beklenirken, modern gruplar€n atalar€yla benzer
frekanslar€ olmas€ beklenir. Ayr€ca belirli genetik icaires€n€rl€ das€l€mlar€ vard€r ve
ili,kilerin belirte,leri olarak kullan€l€r. Bu yolla, bir,0k ...l,fde d@taun baslar€ ilelgili
sorular cevaplanabiliKaestleandHorsburgh 2003. Buytk gruplar( 25 birey)
...rneklemede hatal€ sonu,lar€ ...nler. Ayk@wodojik alan i,indeki bireylerin ili kilerini
ara,t€rmaya yarar. Bir toplumda nadir g...rflen bir genetik polimorfizmi veya aleli payla,an
iki birey, s€k g...rflen bir polimorfizmi payla,anlardan daha yake€n ili,kilidir (Stone, 2008).
aDNA verieri, belirli bir bolgedekipopilasyonn devaml€l€+€ hipotezlerini test etmek i,in
de kullan€labilirDaha geni, a,€dan bak€l€rsa, b fyglulasyorhareketleri ile ilgili
hipotezlerde de aDNA%o.dan yararlan€r. —rneein linguistik ve arkeolojik deliller, ,u anda
aDNA ,al€ malar€yla ke, fedilen, Amerika%odaki bitakh dncesi toplum harekati
desteklemektediaestleandHorsburgh 2003.

GS” Yollar,: Handtve ara,t€r€cEldi®94), Tyrolean Alpleri%onde bulunan 5000
yEI€k donmu,, bir mumyay€ incelenmi,Buzul donemindki bu ge¢ Neolitik birey
Tyrolean BuzAdam#&eyaOtzi olarak adland€r€Eim€, Bosuea rasmen DNA degrade
olmu, ve nukleer amplifikasyon, hatta molekuler diizeyde cinsiyet tggin€lamame€, t€r.
MtDNA analizleri ise sonu, vermi, ve klonlardan HVRI dizinlem,tir. G...zlenen
dizinlerin heterojenliei, modern kontaminantlar€n€n varl€s€n€ g...stermi,tir, ancak ,o0k say€da
klon dizisinin doerulanmas€yla ...rnesin eski mMtDNA's€ da belirlenebilmi,tir. Bu bireyde
g...zlenen dizin varyantlar€, Kuzey Ahglerya,ayan modenoplumlarda s€k g...rfletder
tutarl€d€r. Rollee meslekta,lar€L994) ise Buz Adam%.€n k€yafetlerini incelemi,tir. Buna
g...re Buz Adam%.€n bir paltosu ve bitki kalEnt€lar€ ta,€yan ayakkab€lar€ vard€r. Hem bu

cimenlerden, hem de mikroorganizmalardan eldieeddNA analizleri, cimenlerin
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ekildisi zaman hakk€nda bilgi vermektedir.

Hollanda'daki kaz€larda elde edilen yedi iskelet ...rnesinde (I33MYE£I ...nce)
g...zlenen heterojen HVRI dizini, Kuzey Avrupa'n€n bir,ok bfyfk mtDNA haplogruplar€n€
gOgermektedir Colsonet al.,1997).

Stone ve Stoneking (1993, 1998, 198@)erika,Bat€ tllionis'in Oneota arkeolojik
b...Igesindeki iskeletlerden DNA elde etmi,ler, ...rneklerin ait oldusu mtDNA
haplogruplar€n€ (A, B, C ve D) tespit etmi,lerdmerika%.ddtah'€n Kizey Femont (Parr
et al.,1996, O%.Rourkeal., 1996 b...Igesindeki k€rk f..rnek ve gf neybdaki Anasazi
(Carlyleet al.,2000)bolgesimekE€rk...rnekte mtDNA varyasyonu incelenmi@aoerafik
olarak yak€bu iki bdlgedeki érneklerin haplogrup profilleri bemde. Ayr€ca bunlar
modern gfneybatpulasyotar€ ile benzer mtDNA hamyrup profillerni payla,€r
(O%oRourlket al.,2000.

Japonya'da (Horat al.,1989, 1991) Jomon (3006000 y£€I ...nce) ve ilk modern
Ainu 6rneklerinin (200300 y£€I ...nce) HVRI verilemodern Japonlarlazin benzerliei
oldueunu veJamnlar€n anavatan€ kabul edilgm&ydoeu Asya'daki modern nesillerle
aralar€nda da baz€ benzerliklerin bulundueunu ortaya ,€karm€,t€r. Bu ,€kar€m ...n ,al€ ma
olarak kabul edilmelidir, ,fnkf ,al€,€lan eskirnek say€s€ sadece€alt@dya, aral€-®k
geni, tir (O%.Rourlat al.,2000. Son zamanlara kadar “in'deki genetik ,e,jitlilisin tarih
...ncesi modellerinin sistematik ara,t€rmas€ yap€lmam<€, tée. i0eséekta, lar€L995,
1999), Cin'deki Shandong bdlgede Yixi alan€ndan ,€kart€lan elli sekizve kemik
...reeinde 2000 y£€Il€k mtDWA/RI ve HVRII i,in dizin bilgisi elde etmi,lerdir. Modern
Asya dizin ,e,itleriyle k€yasland€-€ndenalizlerei Yixi 6rnekleriyle modern Tayvan

aras€nda bfyfk benzerlik@dueunu gosterir. Horave meslekta,lar€L989, 1991)
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taraf@dan incelenen Jomon orneklganetik olarak eski Yixi érneklerin&fneydoeu

Asya ve Okyanusya'daki mtDNA neslinden daha ¢ok benzemektedir €Qaitsl 999).

Tarihsel Cevrenin Rekonstriksiyau icin aDNA

Arkeologlar, eski toplumlar€n ya,ad€+€ ,evrenin yenidenland€r€lmas€na s€kl€kla
ilgi duymaktad<€rlar. Tarih ...ncesi insanla€nldueu ekosistemin bilinmedpesin elde
etme davran€, € gibi ,evrenin gerektirdiei kfltfrel adaptasyonlarerssimsel gocler
hakk€nda bilgi saslar. Ayr€ca evcille,me olay€n€ anlamaya yarar. “evresel rekonstrfksiyon,
tipik olarak bir alandaki floral ve faunal kal€nt€lar€ belirlemek ve tfrlerin tercihli
habitatlar€Endan yerel ,evreyi g...stermekle ger,ekle, tivike€n ili,kili tf rler, geni,
&,itlili kte habitatlar€ tercih ederler ve tfr tayininde zorluklar ortaya Blkiagebeple
tfrlerin kesin idantifikasyonu, yerel ,evrenin yeniden canland€r€lmas€nda kritik olabilir. Bu
cercevede aDNA teknikleri arkeolojik alarda bulunan turlerin kesin idantifikasyonunda
kullan€labilir KaestleandHorsburgh 20032.

“evrede var olan bitkilerin tespit edilmesi, bueday veya m€s€r kfltfrlerinin
yeti, tiriimesi, s€«€rlar€n evcille, tirilmesi, kullan€lan boyalar€n veya par,,...menlerin
k...keninin belirlenmesi aDNA analizleriyle mfmkfndfr. Koprolitlerde sindirilmi,,
hayvansal veya bitkisel besinlerin idantifikasyonu, canl€lar€n beslenme ,ekilleri hakk€nda
fikir verir (Stone, 2008)Kloroplastlar€nda, mitokondrilerinde ve poliploid nfkleer
genomlar€nda bfyfk miktarlarda DNA ta,€pékilerin fosil kay€tlar€ incelendicinde;
...rne«in 5000 y£€lI€k bueday (Broetal, 1994), m€s€r (Goloubineffal.,1993), arpa ve
turp tohumu (O%.Donogteteal.,1996) 6rneklerinden elde edilen bilgilerle @adkolojik

,al€, malar€n devangélmektedir.
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tnsan d€,€ ,e,itli tfrlerin coerafik das€l€mE ile ilgili bilgi edinmekyap€lan
ekolojik ara,t€rmalagenetik analizlerle ilerlemektedir. Arndé meslekta,lar@003),
Burdur Aslasun il,esinin 7 km kuzeyindelantik kent olarSagalassos'taki kaz€larda
gfnfmfzde b...Ilgede var olmayan bir bal€k tfrfnfn eski kal€nt€lar€n€ tespit etmi, ve
ba,ar€yla DNAzole edip ,oaltarak dizinlemi,lerdir."atalh...yfk%ote bulureski busday
...rneklerinin varl€«€, Tfrkiye%o.de Bilghkkaya taraf€ndan ilk kez molekfler dfzeyde
g...sterilmi, ve modern ...rneklerle DNA df zeyinde genetik ili, ki analizi ile
deeerlendirilmi,tir (Bilgi, andAkkaya, 2000; AkkayandBilgi¢, 2002;Bilgic, 2002;

Somel 2003

T,bbi ama’l, “al,tmalarda aDNA

Tarih 6nces hastal€klarla ilgili sorular aDNA teknikleri ile yan€tlanabidski
...rneklerde hastal€kI€ bireylerde patojenlerin genomlar€ da ,ok say€da bulunur ve
paleopatolojikal€, malar a,€s€ndan ...nem (@&}&chell et al.,2005).Hastal€klar€n
varl€«€n€.gstermek i,in kullan€lan geleneksel paleopatolojik y...ntemler, tan€sal iskelet
lezyonlar€na dayan#s,,itli bula,€c€ hastal€klar, insan kal€nt€lar€nda benzer iskelet
patolojileri b€rakabilir, baz@hats€zI€kr iseiskelette ya iz b€rakmaz ya da tan€sal i
b€rakmaz. Enfeksiy...z ajanlar€n genomunu iretelemzorlusu ortadan kald€r€r
(O%oRourket al.,200Q KaestleandHorsburgh 2002. Bu amacl&kemik, di,, yumu,ak
doku gibi eski biyolojik drneklerde veya mumyalaigcobacterium tuberculosis,
Yersinia pstis, Clostiridiumiun birkag tirt varypanosoma crudibi bakterilerin DNA%os€
elde edilerek analiz edilmi, ve ,e,itli hastal€klar€n varl€+€ tespit edilghjtichell et al.,

2005 Zink et al.,2007). Tuberkiloz sebebi patojen oldtycobacterium tuberdasis
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1000 y£€ll€k Peru mumyas€ndan ba,ar€yla ,o«alt€labilmi,tir §5alg1994). Taunberger

ve meslekta,lar€l997) 1918%.de gana yirmimilyon ki,iyi ...Idfren grip salg€n€ boyunca
toplanan patolojik ...rnekleri incelemi,, virfs RNA%zsd@€tmi,, ,0ealtm€,, dokuz gen
par,as€€ dizinlemi,tir. 1918 gribinin ,ok ...Idfrfcf oldueu belirlennbiy, ku, gribi

oldueuna dair ...nceki spekflasyonlar€n tersine, dizinlenen genler bunun domuz gribi ile
ili,Kili oldusunu ortaya ,€karm€, t€r. 14.yfzy€l Orta,a* Kara sfsalg€n€ boyunt@ 28

milyon ki,inin ...If m sebebi olarak antrakff s, tfberkfloz gibi ,e,itl patojenler
g...sterilmi,ti. Ancak4.yfzy€l Frans€z mezar€ndaki ,0klu g...mfde bulunan yeti,kin kad€n,
yeti,kin erkek ve ,ocuk olmak fzere f, bireye ait di,leraliz edildi "ocuea ait di,lerden
birinde ve bir yeti,kin di,inde, vebpatojeni olanYersinia pesti.in IB genini ,oealtmaya
yarayacak DNA elde edildi. Ad€ ge,en dieer patojenlere ...zgf primerler ise ...rneklerden
aDNA ,oealtamad€ (Raoukt al.,2000).

Bu teknikler tsko,ya Orkney%odekiorse mezarl€«€ndan insan kal€nt€lar€nda
leprozun idantifikasyonunu doerulamada kullan€lm€,t€r. tki bireyin kal€nt€lar€ incelenmi,,
biri leprozla uyumlu iskelet patolojisi g...stermi,, dieerinde hi,bir patolojik durum
gorulmem,tir. Amplifikasyon, leprozun patolojik belirteci olarak iskelette leproza sebep
olan bakteriMycobacterium lapra®onin varl€«€n€ doerulam€,t€r. Ancak patolojik bulgu
olmayan iskelette ise ,oealtma sonu, vermemi,tir. Tki iskeletten hi,birinde tfberkfloz
paojeni M. tuberculosi%oe ...zgf primerler bigp olmam€, t€r (Taylogt al.,2000).

tnsan ba<€,€kI€Ek sistemi, bireyleri ,evrede bulunan enfeksiy...z ajanlara maruz
kalmaktan korumak i,in sitokin polimorfizmleri g...stererek evrimle,mi,tir. Ge,mi,e ait di,
orreklerinde, otoimmun hastal€klara yatk€nl€kla ilgisi kurulan sitokin genlerindeki

SNP%olerin analizi, toplum sasl€+€n€ anlamak i,in . dimdbhdrcombeet al.,2005).
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—rnekler az olsa da, bu ,al€,malar eski tarihte ,0k say€da bildisiggEnlardan
sorumluajanlar€ belirlemek, iskeletlerdeki paleopatolojik lezyonlar€n belirtan€tar€En€
doerulamak ve eski ya daodern mikrobiyal dizileri kar,€la,t€rma yoluyla molekfler
df zeyde enfeksiy...z hastal€klar€n evrimle,mesi hakkigndaslamak i,in ...nemlidir
(O%oRourket al.,2000) Ancak s€kl€kla kontaminasyon var olabilir. —rnesin topraktaki
bakterilerM. tuberculosi%oe benzer DNA dizinleri ta,€yabilir. Bu sebeple, teknik konular€
iceren ve guvenilirlik kriterini kuran bir diztyi kontrol edilmi, ciddi ,al€ma gerekidir

(Pa#oet al.,2004).

€nsan Evrimi,al,tmalar ,nda aDNA

Neandertallerle ilgili & fazla bilinen ve dnemli ola@al€,ma Almanya, Digseldorf
yak€nlar€ndaki Feldhofer Masaras€'nda buligkatet ...rnecsindamolektler analizdir
(Kringset al., 1997, 1999) Amplifiye edilen HVRIklonlanm£€, ve dizinlenmi,tiBuna
gore,buNeandertal ...rnemodern insandan, hattaodernAvrupa, Afrika ve Asya
dizilerinden ddarkl€d€(Krings et al.,1999).

Ovchinnikov ve meslekta,lar@000), Kuzey Kafkasya'da Mamaiskaya
b...Igesinden €kar€l8,000 yE€dncesine tarihlendirdiklebir Neandertal bebecinate
DNA analiz etmi,tir. HVRI'deki 345 baz dizisimodern insanla aras€ndaki &gk
Feldhofer Neadertali ile aras€nda olan farkt&nkat€daha fazla oldueung...stermi,tir
Bu iki Neandertal ...rnee¢i aras€nda g...zlenen fark€n bfyfklfsf, modern insan
popilasyofar€ aras€nda g...rflen farka e Aticak ki Neandertal HVRI dizisi,
Cambrdge dizisinden farki€n dokuznikleotid substitsyonunu da payla,€r. Dolay€s€yla

filogenetik olarak, iki Neandertal dizisi modern insan HVRI dizisinden uzak ayr€ bir
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kol olu,turmaktad€Hatta her iki Neandertal dizisi de tfm modern insan gruplar€ndan
farkl€d€Bu sonuclarKrings ve meslekta,larfEn (1997Neandertal’lerin dowdan

modern insanlar€n atas€ olmas€n€n mfmkfn olmad€+€n€, dolay€s€yla insan€n k...keninin
Afrika'dan ,€k€, modelini destekledieini belirten ilk deserlendirmelerini doerulam€,t€r
(O%oRourket al.,2000). Paabove meslekta,lar@004), baz€ Neandertallerinantara

benzer mtDNA dizinleri ta,€d€+€n€n belirlenmesi durumunda, bunun modern DNA

kontaminasyonu olarak df,fnfleceeini de belirtmi,tir.

GE,M€E A€ET DNA ALI*MA  YONTEMLER €

tzolasyodan dnce, drneklerin potansiyel yyra@ntaminasyonu giderilmelidir,
curkf kontamine DNA ...rneein yfzeyinde i, taraftakine g...re daha fazlad€r (Boetvman
al.,2006).Y f zey tabakadisturi le kaz€nabilir, ...rnek UV radyasyonuna, aside veya
yfksek deri,imde etanolmaruz b€rakdidir, sodyumhipoklorit(NaOCl- ,ama,£r suyu)
icindetutulabilir ya da bu yontemlerin bir komiasyonu ,klinde uygulanabilir (Watt,
2003.

—rne«in indirgenmesi;izolasyonenzimleri ve malzemelerinin ylzey afia
yeterince etki etmesini sesmak icinmekanik yollarlafir ...eftfcf, desirmen veya havan
yard€me€y)ager,ekle, tirilir. tskelet ...rneklerini toz haline getirmek, ...rneklerin el ile
i,lenmesi demektir ve kontaminasyona a,€k oldueundan ...zenle uygulan(@i&e€urke
et al.,2000).0rnek, kimyasal olarata indirgenir, s€v€ azotta dondubualayayard€mce€
olabilir, ancak azota dald€rmadan ...nce, s€v€ azotun DNA kontaminasyon kaynas€ olabilme
ihtimalinden dolay€ ...rneein bir naylon po,ete konulmu, olmas€ gerekir (Fairghajn

1997).
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DNA €zolasyom

aDNA izolasyony...ntemleri, ,oeunlukla adli prokollerden al€nm€,t€r (Parsand
Weedn 1996) ve iki yakla,€mdan biri kullan€l€r: proteinaz K/t#arbform
ekstraksiyonweya silika temellizolasyon tzolasyon...zeltileri, yaslar€ emflsiye eden
ve/veya proteinlerin par,alanmas€na yard€mc€ olaoklfarkl€ deterjan veya yfzey aktif
maddeleri (surfaktant) iceriSémbrookandRussel, 2001l Az bir miktar(0.5 1.09)
...re<*d..® 2.0ml izolasyonc¢dzeltisi eklenmesiygun s€cakl€klarda ¢80° C) birkac
saat calkalamayla proteinlarpar,alanmas€ i,iryeterlidir (O%oRourlat al.,2000).
Kantitasyon ,al€,malar€ 0.5 g kemik tozunun 06 ng DNA verdisini g...stermi,tir (von
Wurmb-Schwarket al.,2004).Fenotkloroform yonteminde khek kayb€naeya PCR
inhibisyonuna yol a,acag i,in, organik ,...zf cflerizolasyonve amplifikasyon
basamaklar€na ta,€nmas€ ...nlenmelidir. Son s€v€ faz, 30.000 molekfler a*€rl€ktan kf,fk
molekdllerin yok edilmesi igityoeunla,t€r€imal€d&ncak bu ayn€ zamanda DNAiitele
edilen PCR inhibitorlerini de konsantre eder. Konsardieng, ...rnek, etanol veya
izopropanol ile ¢okturtlerek peletin TE ¢ozeltisingmiden ¢ozilmesini gerektirir
(O%oRourket al.,2000).Hannive ara, tE€r€c€ldi®95) etanol yerine izopropanol
...nermektedir, ,fnkf izopropanolfn DNA i,in se,icilisi daha yf ktie (Sambrookand
Russel, 2001 Ayr€ca Maillard frfnleri oldueundan , f phe edilen kahverengi PCR
inhibit...rlerini uzakla,t€rmada izopropanolfn daha etkili oldueu bildirilmi,tir (P@inak.,
1998).Altuncul (2001), kemikten DNA elde etme yontemlerini i, t€rmal€ incelemi,
ve fenotkloroform ekstraksiyonunun ba,ar€s€n€ vurgulam&jtfem, biyolojide
standartt€r ve yfksek DNA eldesiyle sonu,laAicak aDNA ,al€, malar€ndau metodu

kullanman€n bir sorunu, inhibit...rlerin de ekstrakte edilmesibin Kia ,0saltma ve
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analizi zorla, t€r€0Q%oRourlket al.,200Q Stone, 2008).

Silika y...ntemi, DNA'Y€ yfksek konsantrasyonda guanidinyum tiyosiyanat
(GUuSCN) icindezole eder (HosandPaabo1993. GUuSCN, proteinaz K gibi, proteinleri
par,alama yetenesinsahiptir ve DNA'n€n silika partikfllerine baslanmas€n€ saslayan
kaotrqoik bir ajangdrev yapar (Boonet al.,1990).Bu protokolfn avantaj€, yfksek toksik
...zellikteki fenol ve kloroformu kullanmad€-£€ i,in kabin gereklilieini kaldErmas€d€r. Ayr€ca
PCR inhibtorlerini izole etme durumu da daha az rastlan€r, ancak silikan€n kendisi gf If
bir PCR inhibit...rfdfr ve y€kama esnas€nda tkan€ii uzakla,t€r€lmas€ gerékinun
yan€nda, DNA'ya yfksek afinitesinden dolay€ GuSCN, modern nfkleik asit il€kialay
kontamine olabilir. Bunu ...nlemek i,in tampon ,...zeltiler steril tf plerde haz€rlanmal€,
birka, saat silika ile inkfbe edilmeli, santriffjden sonra fst faz al€n€p kullan€lmal€d€r (H...ss
andPaabp1993).Silika y...nteminin tekrarlanmas€, PCR inhibit..déerkorunmak icin
de uygulanabilir (Kempet al.,2006).aDNA izolasyorundaavantajlar€ndan dolagiika
temelli DNA izolasyonkitleri dahafazlakullan€imaktad€Ppinaret al.,1993; Tuross,

1994; Zierdtet al.,1996;Krings et al.,1997;Yanget al.,1998 Bouwmanet al.,2009.

Silika jel spinkolonlar€, fenekloroform ekstraksiyonundan sonra geriye kalan
pigmentasyonu uzakla,t€rarak bir konsantre edici gibi davran€r, ancak bir kerede i,ine
konulan ,...zelti miktar€ s€n€rl€d€r. Bu durum DNA ,...zeltisiaimahinele edilmesinin
artmas€ndan dolay€ kontaminasyon veya ...rnek kayb€ a,€s€ndan sorun yaratabilir. Proteinaz
K temelliizolasyony...ntemleriyle daha fazla DNA eldesi saslanmas€na rasmen, silika
guanidinyum protokolleri daha yiiksek oranlarda amplifikagymar€s€ ve daha az PCR
inhibit...rleri ile sonu,lan€r (Cattanetoal.,1997).Standart proteinaz K prosedirinde

kf,fk deei,ikliklerle zor iskelet kal€nt€lar€ndan elde edilen DNA miktar€ artt€r€labilir.
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EDTA proteinaz aktivitesini inhibe eder ve kalsiyummbuartt€r€r. Bu sebeple proteinaz K
eklenmesindennce a@kalsifikasyon a,amas€ndan kalam EDTA uzakla,t€r€imal€d€r
(O%oRourket al.,1996). Bunun yan€nda EDTASweEfenolin enm inhibit...rf oldusu da
g...z ...nfnde bulundurulmal&dénijrookandRussel, R01). Jackes/e ara, t€r€c€lare
(2001) isezay£f asit ,...zeltileri ile bitekalsifikasyonun Mezolitik kemik mineralinde
bfyfk zarara sebep oldusunu, histolojik yap€y€ bozdueunu belirtmi,tir.

Kemikten DNA izolasyonunda baz€ ara,t€rma¢Elaoss, 1994Kringset al.,
1997; Yanget al.,1998)hidroksiapatiti parcalayarakaz€lar@otherstromandLiden,
1996)apatitle yar€,acak iyonlar ekleyerek DNA%o.y€ a€+a ,€karmay€ tercih etmektedir.
tzolasyon s€ras€nda apatitle ilgilenmeyen ara,t€rmac¢ElassindPaabo, 1993)
bulunmaktad€Kemikten tamamen demineralizasyonla DNA eldesiayan etkili bir
protokol...nerilmi,tir. Kemik tozunun tamame€yla fiziksel olarak ,...zflmesine dayan€r.
B...ylece degrade iskelet ...rneklerinden DNA eldesi ve tipleme ba,ar€sgaitiae(lal.,

2007).

DNA%on,n ,0talt,Imas,

Hedef DNA dizisinin amplifikasyonugfnfmfzde rutin bir laboratuvar teknieidir
(Ehrlich, 1989;Innis et al.,1990). Modern ...rneklerle kullan€m i,in geli,tirilen bir,0k
teknik eski ...rneklerle ,al€,masa da, gmlet nispeten standardize edilmektedir. aDNA'y€
,0altmak i,in ,e ,itli protokoller ...nerilmi,ti{P&&bo 1989, 1990Hagelberget al.,1991;
HerrmannandHumme| 1994 Rompleret al.,2006;Meissnetret al.,2007).

Paabo (1989), fig eski DNAizolatEndan er,ekle,tirilen 84 ve 121 baz ,ifik

amplifikasyonlar€n, ig modern DNA%on€n verdisi miktarlarda frfn olu,turdusunu
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g...zlemi,tir. O%cRourkeemeslekta,lar€l996) ise eski drneklerin modern dokulardan
beklenenin %35%o.i kadar DNA verdieini belirtmektedir.

aDNA'n€n PCR reaksiyonlar€ndaki a,€r€ primer konsantrasyonu, primerlerin hedef
d€,€ molekfllere yanl€, baslanmas€n€ kolayla,t€rarak, basamakla,ma (laddering) etkisi ve
elektroforezde a,€r€ prirrdimer olu,umu ile sonu,langAriffin et al.,2007 Dissinget
al., 2007). aDNA olgular€nda s€kl€kla oldueu gibi, hedef ...rneein miktar€ df,fk oldueu
zaman, ...zellikle yfksek primer konsantrasyonlar€nda basamakla,ma etkisi fark edilir hale
gelir. Primer konsantrasyonlar€n€ ...nerilen standart protokollerin altémald fpfimer
dimer olu,umunu azalt€r ve hedef d€,€ molekfllerin yanl€,|€kla ,0salmas€ndan dolayf€ jel
bantlar€n€n basamak halini almas€n€ etkili bi,imde elimine eder. Bu sonu,, s€k€ PCR
ko,ullar€ saslayarak kolayla,t€r€Bufmmelet al.,1992. Ge,mi,e ait DNA ,al€, malar€nda
kullan€lacak primerler pirimidin bak€m€ndan zengin olmal€d€r. Bu tip primerler, pfrince
zengin eski DNA dizinlerine tamamlay€c€ olacakt€r (O%oRbatk#996).PCR s€ras€nda
kontaminasyon tespiti amac€yla kullan€lan negatif konttelleula,ma olmad€«€ durumda
sadece primedimer olu,umu g...zlenir. Eeer ayn€ PCR frfnf ile yeniden PCR yap€lacak
olursa, primerdimerler meydana gelmez (Ariffiet al.,2007).Degrade DNA%on€n
amplifikasyonunda, fatk polimerazlar incelenmi,, 0.5.2ng 6mek oldusunda etkinlik
a,€s€ndan anlaml€ bir farkl€l€k bulunmam€,t€r (Puetyatkda006).Bir polimeraz enzimi
teknik anlamda df zenlenerek degrade DNA analizlerinde kullan€labilir hale getirilebilir
(Shapiro, 2008)Enzim ve primerler gl€,ma alan€ndakontaminantlardan etkilenebilir,
ancak bunlar€n UV radyasyonu primerleri inaktive edecek ve PCR'€ yok edecektir
(O%oRourlet al.,2000).

aDNA PCR reaksiyonundan elde edilen frfnf artt€rman€n en kolay ve ucuz yolu
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‘hat-start' prosedurdiHot-start PCRprimerlerin ve/veya enzimlerin ...rnesin ilk d...ngfde
denatfrasyon s€cakl€+€na ula,mas€ndan ...nce DNA ...rne¢ine baslanmas€n€ engeller. Bu
prosedfr, yanl€, baslanma ve primer oligomerlerinin olu,um oranlar€n€ azaltarak
amplifikasyon frfnfnf, dizinin doerulusunue kesinlisini artt€r€r (Choet al.,1992).
Hedef d€,€ frfnler, sadece PCR malzemelerinin etkinlisi azaltmaz, ayn€ zamanda hedef
dizinin ,o,almas€n€ da doerudan engeller. 13tart PCR; reaksiyon kar€, €m€n€n ...nceden
€s€tElmE, €s€ d...ngf cihaz€na koadlmaukz fstfnde tutulmas€ veya denatfrasyon
s€cakl€«€na gelene kadar inaktif kalan, yeni geli,tirilmi, polimerazlar kullan€lmas€ ile
saslanmaktader.

STR ,al€, malar€ndaedradasyondan dolay€ alel df,mesi g...rflebilir. Bu alel kayb€
boyut baslant€l€d€r verhangi bir lokusa ...zgf decildBdrstenbergest al.,1999;Meyer
et al.,2000;Ricautet al.,2004;BuckletonandTriggs, 2006 Opelet al.,2006).Degrade
...rnekler i,in standart amplifikasyon ve elektroforez ko,ullar€, bfyfk STR%olerde alel
df.mesinden..tfrf genotiplemede %100 ba,ar€ saslam&ayslgrelekroforezdeki
enjeksiyon sfresi be, saniyedensamiyeye ,€kar€larak alellerin g...rfntflenmesidde %
88 ba,ar€ oran€ elde edilmi,tir. Ancak bukekeme (Sstutter%o) veya ...|.eK86fE
ladder%bartlar gibi artefaktlar olu,turdueu da belirtilmi,tir (Swanget al.,2006).PCR
s€ras€nda enzim kaymas€ sebelsidenie bantlar€n olu,tueunu Gerstenberger
meslekta,lar€1999) da ifade etmi,tirAnaliz edilen ...rnek miktar€n€n artt€r€lmas€ ise
tiplemedebir farkl€El€k yaratmam€,t€r (Swaagal.,2006).

Jel elektroforezinde uygun boyutta bant€n olmamas€ndan dolay€ aDNA ...rnesi i,in
amplifikasyonun ba,ar€s€z oldueunu varsaymak, genellikle s€k rastlan€r bir durumdur.

Ancak konsantrasyardf,fk veya ...nemli m inhibitorleri iceren 6rnekler; yetersiz
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,0*alarak jelde g...rfntflenemeyecek kadar az frfn olu,turabilir. Bu tip durumlarda,
amplifikasyonun artt€r€lmasgichdown PCR' (Doet al.,199]) ya da 'boostelPCR%o

(Ruanoet al.,1989) ile saslanabilir. Touchmlvn PCR, yfksek baslanmsEcakl€klar€ ile

ba,lar ve stadart s€cakl€ea ula,€lana kadar ilk d...ngfler boyunca azalt€l€r. Kalan
d...ngflerde amplifikasyon i,in kullan€l€r. tlk d...ngflerde df,fk hatta belki de etkisiz primer
baslanmasg€ olabilir, ancak her d...ng/ffdsek kalitede hedef dizi oran€n€n artmas€yla
yanl€, baslanma da en az indirgenir. Y...ntem, asl€nda uzun modern molekfllerin
amplifikasyonu i,in geli,tirilmi,tir, ancak kf,fk boyutlar€na rasmen baz€ aDNA
orneklerinde de etkili olabilmektedir. Booster PGB, sadece birka¢ dongude hedef diziyi
artt€r€lme€,, s€k€ ko,ullarda ve azalt€Im€, primer konsantrasyonlar€nda ,oealt€r. Bu ,ekilde
olu,turulan frfnler, her zamanki PCR reaksiyonunda ...rnek olarak kullan€l€r. Booster PCR
ile ilgili temel endi,e, ilkdongununfrfnlerinin ikinci PCR'da ...rnek olarak kullan€lmas€
sebebiyle, ...rneklerin modern kontaminantlarla kar,€la,ma olas€l€«€n€n artmas€der.
—rneklere, enzim inhibit...rlerine baslanarak enzim konsantrasyonunmasg€xin

Bovine Serum Albumin (BSAgklenmesiPCR etkinlisini veelde edilen frfnf artt€rabilir.
aDNA analizlerinin ...zelli*i olan uzun PCR d...ngflerinde (40 d...ngf) ileri uygunlukta
polimeraz aktivitesinin kullan€lmas€ da gereklRitabq1989), yiksek enzim
konsantrasyonunun kontriziolalar€nda basn nonspesifik amplifikasyon Urlinlerine sebep
oldueunu belirtmi,tir. PCR d...ngf say€s€n€n yfkseltiimesiyleiiEnda var olan az
say€da molekflfn ,oealma ,ans€ artt€r€l€r (Bkah,2006). AncakPCR dongulerinin
artt€r€lmas€, kontamine olan az anileki DNA%on€n da artmas€na sebep olabilir (A&tiffin

al., 2007).

Ba,lang€ taki ...rnek molekfllerin belirlenmesi hangi PCR%.€n yap€lacas€n€

72



belirlemede yararl€d€r ve kompetitif PERndtet al.,1996;Nielsen and Thuelsen, 1998),
son zamanlarda ise ReBime Kantitatif PCR(Swangoeet al.,2006)ile ba,ar€labilirAncak
...zgfn aDNA oldueurkesin olarak g...stermeyeadgsi ba,lang€,taki ...rnek miktar€n€
...,meyen ara,t€rmac€lar da vaidii\(erset al.,2008) DNA i,erisi ve degradasyon
durumunu tahmin etmekin kan, adlikemik ve arkeolojik kemiklerdsntDNA RealTime
PCR ile analiz edilmi,; tfm ...rneklerde ba,ar€ saslanm<€,t€r. Bunun yan€nda amplikon
uzunlueu ile amplifikasyon verimi aras€nda ters bir ili, ki g...zlenmi,tir (Alehsd,
2004).E«er PCR%dan veya daha fazla molekflle ba,lan€yorsa, nfkleotidlerin yanl€,
baslanmas€ng€ teyit etmek i,in deneyin tekrarlanmas€ gerekfatim az molekil stz
konusu ise birka, tekrara ihtiya, olabilir. Ayr€ca PCR frfnfnfn klonlanmas€ da sorunlar€
belirlemek ad€na . nrm@ir (Handtet al.,1996).

Analiz edilecek ...rneklerde kontamine DNA oldusu durumlarda, tercihli
amplifikasyon(preferential amplificationgy...rflebilir ve bu hasars€z DNA, ...rnese ait
par,alanm€, DNA%oya g...re daha iyi ,o-alalbiiiiépo 1989).

DNA dizinleri hasar g...rdf+fnde, PCR%.da primerlerle tamamlay€c€ ipliei olu,turan
Tag polimeraz ...rneein hasarl€ b...Igésiesozin ekleyebilir, dier ...rneee atlayabilir ve
uzamadevameder (O%oRourkeal.,1996).P&abq1990)bu etkiye atlam#&@CR(Sjumping
PCR%o0) adEwermi,ir. Booster PCR, amayg€ ...nlemektedir (P++0890).

Ayn€ ...rne<in tekrarlanan analizlerinden farkl€ genotiplerin olu,mas€ i,in ...ne
sfrflen hipotezlerden biri, amplifikasyon s€ras€nda primerlerin mikrosatellit lokuslar€na ait
dizinlere baslanmas k€smen par,alanm€, tekrar dizinlerinin ,apraz baslanmas€n€n
beraber ger,ekle,ebilmesidilekrar dizinlerinin i,inden kopan DNA par,alar€,

mikrosatellit lokuslar@n,oealt€lmas€ s€ras€ndadrik alellein olu,umunun en s€k
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sebebidir. B yanl€, alekr PCR%oflk dongulerinde meydana gelir ve Tag polimeraz icin
uygun b...lgeler olu,turacak ,ekilde birbirine baslaB&r...nlemek amacE€RNA
par,alar€n€n 3%. u,lar€na ,oklu A kuyrueu ekleyecek bir y...ntem geli,tirilBuyia. gore,
1ijg aDNA%on$€rakla,€k6> 12 pmol 3%o ucu i,erditahmin edilerek, uygun miktarlarda
terminal transferaz, dATP, tampon ve BSA ile reaksiyona girmesi saslanmal@agliéce
...rekteki 3%o u,lara ,okladéninkuyrueu eklenerek3%. u,lar kapat€l€rdreveya
trintikleotid iceren tekmadizinlerinin daha guvehr tiplenmesi mimkun olur. Bu yontem
atlama PCR%.€ da ...nlemek@djkovic et al.,2003).

Ayn€ anda hem mtDNA hem de STR analizleri yapmay€ saslayan ikili PCR
teknieinin inhibit...r deneylerinde ve PCR etkinlisini kontrol etmgdearl€ olabilecesi
bildirilmi,tir. Formaline g...mfIf, adli ve biyoarkeolojik ...rneklerde kar,€la,t€rmal€ olarak
ikili PCR ,al€,malar€ ile ger,ekle,tirilmi,, ...zellikle eski DNA%oda ba,ar€l€ sonu,lar alEnd€«€
belirtilmi,tir (von Wurmb-Schwarket al.,2003, 20@4).

SNestedPCR%ad€ verilen y...ntemle yanl€, DNA b...Igesinin ,oealma ihtmalza
indirgenir. Bu amacla hdir lokus i,in iki ,ift primer kullan€l€r. Ik ,ift(Sd€, primerdo)
standart PCR temelinde lokusu ,oealt€rken, ikinci set primerler (Sresteerlerveya ic
primerler¥oilk PCR frfnlerine baslan€r ve ikinci PCR frfnf ilkinden defsa olur
NestedPCR baz€ ara,t€rmac€lar taraf€ndan aDNA ,al€,malar€nda kullaiG€bng gEr
al., 1997;Fernandeet al.,2006; Millaret al.,2008).

Romplerve ara,tEr€c€laf®006) basit tekli PCR yerine, iki basamaklI€ ,oklu PCR
...nermitirMeissnerve meslekta,larfEn (2007) gelitirdiei k€sa be, li PCR yakla,€m£,

DNA tiplemesinin ticari kitlerle ba,ar€s€z oldueu olgularda, ...zellikle degrade ...rneklerde

mikemmel enu,lar elde etmeyi saelar.
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DNA Analizi

PCR drunlerinin analizi icin gerekli temel teknoloji, elektroforez8mrbrookand
Russel, 2001l DNA par,alar€n€ boyutlar€na g...re ay€ran elektroforez, plaka jellerde veya
kapiler arac€l€-€yla yap€labilir. Plak&y#dan€lacaksa, iki farkl€ ta,€y€c€ ortam s...z
konusudur: agaroz veya poliakrilamid. Secilen elektroforez yontahmsel sorunun
,...Zfmfne veya beklenen cevaba dayanan analiz ,e,idine basl€d@iay yol, PCR%.€n
olup olmad€«€n€n tespitidir. Bu dura@nagdjaroz jel elektroforezi genellikle yeterlidir.

Agaroz jel elektroforeziamplifikasyon Grunlerinin yeterli uzunluk polimorfizmi

g...sterdikleri durumlarda veya RFLP analizinde de uygundur. Ancak ,oklu dizin veya k€sa
parca polimorfizmleri inceleniyorsagrglifikasyon Urinlerinin yuksek ¢ozianuarlikteki
elektroforez Unitelerindanaliz edilmesi gereklidir. Par,alar€ ay€rt etmede yeterli
,...zfnfrlifk elde etmek i,in, ay€r€c€ ortam olarak poliakrilamid kullan€l€r. Hem par,a, hem
de dizin analizleri uygun yaz€lgmogramlar€yla desteklenen otomatik aletler kullan€larak
tamamlanabilir, b...ylece sonu,lar€n yorumlanmas€ daha h€zI€ ve kolay ger,ekle,,ir
(Hummel, 2003).

Par,a uzunluk analizi veya DNA molekfllerinin boyutlar€na g...re ayr€lmas€, tfm
elektroforezekniklerince temel yakla,€mde€r, elektrik alanda tutulan yfklf molekfller
boyutlar€na g...re katoddan anoda doeru ta,€y€c€ bir ortam fzerinde ullaedén
ay€r€c€ ortama bal€ olaakuglar cozundrliklerine godeeei,ir. Agaroz jel
elektroforezinde df,fk yfztigeller 50 500baz ciftiaras€ kf,fk molekfllerin benzer
oranda hareketine sebep olur, b...ylece aDNA elektroforezinde par,a ayrém&wgédersiz
sadece 500 baz ciffzerindeki par,alar df ,fk konsantrasyonlu agaroz jellerde ba,ar€yla

ayr€l€r. Par,a ayn€Enda molekfllerin ald€«€ yol ve jel kal€nl€«€ da ...nemlidir. Uzun
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mesafeler ve ince jeller k€sa par,alar€ ay€rmada ba,ar€l€lokaplayan tampon ¢ozelti
de kaiteyi etkileyen bir faktordiiSambrookandRussel, 2001l Eser aDNA agaroz jel
elektroforei ile ayr€l€rsa, degrade DNA%oda var olan ,apraz baelar, yfksek molekfler
a*€rl€kI€ DNA ile uyumlu ibh€zda g..., eder (Cooper, 1994).

Dizin analiziveya dizinlemdgsekanslama)o-alt€im€, DNA par,as€ i,inde bazlaré€n
birbirini takip etmesinin analizidiiNf kleotid desi,imleri, insersiyonlar veya baz
delesyonlar€ gibi her tfrlf polimorfizmi ortaya ,€karabilir. Polimorfizmin yap€s€na basl€
olarak alternatif teknikler de kullan€labilir. —rneein, diamibelirli bir bdlgesinde b
bazl€kbir insersiyon veya desyon bekleniyorsa ve bu baz eklenmesi veya yok olmas€ elde
edilecek tek bilgi ise, par,a analizi bir ,...zfm yolu olabilir. Ancak ,0k say€da bilinmeyen
farkl€ polimorfizmlerin s...z konusu oldueu analizlerde dizinleme yerine kullan€lacak bir
ba,ka teknik yokur (Hummel, 2003).

Dizinleme farkI€ yollarla yap€labilir. Gfnfmfzde otomatik dizinleme teknolojisinde
SangeiCoulsondizinlemesi kullan€l€zjncir sonland€rma tepkimesi velyag-dongu
dizinlemesi de denilir. Tlkini takiben ikinci bir PCR%oa gerek duytkinin tersine, ikinci
PCR asimetriktir, sadece bir primer kullan€l€r, b...ylece frfnfn tek iplieinin linear
amplifikasyonu sdean€r. Kinci PCR%0€n en ...nemli noktas€, dizini meydanalijetiren
bazlarfl ,e,idine g...re belirli renklerle i,aretlenmesidiu,Badece dinukleoziifosfat
(dNTP) eklemekle deeil dortliifloresan dideoksinukleattrifosfatda(ddNTP eklemekle
saslan€rddNTP%.le©OH grubu i,ermedi«i i,in, fosfodiester bas€n€n olu,umu engellenir ve
yeni nfkleotidler yap€ya kat€lmaz, zincir uzrsonlan€@iNTP ve ddNTP%olerin uygun
oranlarda bulunmas€yla zincir sonlanmalar€ rastgele ger,ekle,ir. Sonu,ta tek iplikli i,aretli

dizinler elektroforeze tabi tutulur, par,alar uzunluklar€na g...re ayr€l€r ve ara,t€r€lan dizini

76



olu,turan bazlar farkI€ retdecle birbiri ard€ndizilir (Sangeset al, 1977).

Baz€ ara,t€rmac€lar, ,o-altt€klar€ DNA par,alar€n€ doerudan dizinleAnai et
al., 1999 Ariffin et al.,2007).0ysaHummel%oin (2003) belirttisine g...re, adli veya
arkeolojik ...rneklerde PCR sonrag€udian dizinleme, kontaminasyon sebebiyle gf venilir
ve gecerli bir sonu¢ veremeyecektir. Bu durumda birden fazla bireye ait olma (kontamine
olma) ihtimali yuksek olan PCR drtnlerini belirlemek icin biyoteknolojiden yararlanarak
dizinleme Oncesi klonlamaapmaktek uygun ¢c6zimdur. Kontaminasyonun belirlenmesi
L,in klonlama yap€lmas€ ...nerilmektedel{sbaaret al.,2005).PCR sonras€ doerudan
dizinleme, primerler taraf€ndan amplifiye edilen her ,eyin bir ...zetidir ve modern DNA
,al€, malar€nda standartt€ys@ ge,mi,ten kalan materyalden ger,ekle,tirilen PCR, ...zgfn,
hasarl€ ve kontamine olan her tfrif DNA%oy€ i,eren ,ok say€da dizini ,oealt€r. Bu sebeple
dizinler s€kl€kla klonlama yap€larak belirlégione, 2008).

aDNA hasar€ hakk€nda bir,0k istakisel ara,t€rma, her ...rnektatasyon das€l€mE€
olu,turmak i,in klonlamaya dayan€r (Ha al.,2007).Tek bir PCR%o.dan ba*€ms€z ,0k
say€da klonlaman€n, amplifikasyonun ilk d...ngf letirmsiztkiler yuzinden bir
haplotipte rastgele bir art€, olan PCR sfrfklesif&PCR drift%o) sebebiyle yeterli bir delil
olamayaca<€ da belirtiimelidir (Axelssetal.,2008). Hove meslekta,lar@007) yanl€,
baslanma lezyonlar€n€ kesin olarak tahmin etmek i,in simflasyon kullanarak bilinen
miktarda hasarl€ dizinler olu,turmue haz€rlanamodelinhatakapasitesini belirlemi,tir.
Daha sonra bu model aDNA setlerinde yanl€, baslanma lezyonlar€n€n say€s€n€ tahmin
etmek i,in kullan€lm€, t€r.ibnler aras€nda istatistiksel y...ntemlerle analiz konusunda ileri

,al€,malar yap€lmas€ . ilmektedir (Axelssoret al.,2008).

77



Biyoteknolojiden Yararlanma
Genetik mfhendislisi veyaekombinant DNA teknolojisi ya dson y€llardaki
ad€ylabiyoteknoloji 1970%oli y€llar€n ba,€nda gelignteylam€, ve€Dbir ilerleme
kaydetmifir. Genetikte yenbir dénem yaratargkemelinde gen klonlamasg€ i,eren
yontemlere bir,ok bilim dal€ndayda saslam€,t€r (BrowB006. Rekombinant DNA
teknolojisi, PCR gibi herhangi bir DNA par,as€n€n ,ocalt€lmas€n€ sa-lar (Teffdé), 200
Bini ve Pappalardo (2005), amtaraf€ndan akraba olanlar€n farkl€ dokular€nda
heteroplazmik mtDNA profillerini klonlama ile tespit etmi, ve farkl€ dizin varyantlar€n€n
da€l€EmENnE belirlemede bu y...ntemin yfksek kesinlik ve duyarl€l€k g...sterdieini bildirmi,tir.
tnsan veya insan d€,€ gski Orneklerden genetik analiz i¢in rekombinant DNA
tekniklerinden yararlanmak; kontaminasyon ihtimali ,o0k fazla olan bu ...rneklerden doeru
analiz yapmak i,in tercih edilen ve giderek daha s€k kullan€lan bir y...nte&édhio {985,
1989; Hummekt al.,1992; Poinaret al.,1998; Gilbert et al.,2005;Brown, 2006;
Bouwmanet al.,2006 Hatschet al.,2006;Caramelliet al.,2007, Dissinget al.,2007).
Konuyla ilgili yap€lan ilkal€,malarda da 2400 y€llRlEs€r mumyas€ndan DNA dizisi elde
edilirken, hedeb...lgenin bir vekt...re kopyalamas€ ve klonlanan par,alar€n dizinlenmesi

a,amalar€ ger,ekle,tirilmi,tir Paabo 1985).

Gen klonlamas,

Gen klonlamas€ deneylerinde tem@malar ,unlard€r: Klonlanacak geni iceren
DNA par,as€, “vekt...r™ olarak adland€t&li@sel DNA molekflfnfn iine yerle,tirilir ve
“rekombinant DNA molekfIf ™ elde edilrVekt...r, bu geni ,oeunlukla bir bakteri olan

konak hfcreye aktar&@.Vekt...r, konak hfcrede ,osal€r ve sadece kendisinin deeil, ta,£d€+€
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genin de ,0k say€da kopyas€fretird. Konak hfcre b...Ifndfefnde, rekombinant DNA
molekf| kopyalar€ yeni nesillere ge,er ve vekt...r replikasyonu devarb.€gia.say€da
hfcre b...Ifnmesinden sonra, ayn€ konak hfcrenin koloni veya klonlar€ fretilmi, olur. Her
klon, rekombinant DNA miekflfnfn bir veya daha fazla say€da kopyas€n€ ta,€r. B...ylece
rekombinant molekf| taraf€ndan@aan gen art€k klonlanm€, oBirafvn, 2009. Bir
ba,ka deyi,le konlama, iki firkl€ organizmadan elde ediBNA par,alar€n€n birbirine
kat€l€Em€ sonucu olujanlekf1fn, bakteriler taraf€ndan al€n€p ,o«alt€imas€ yoluyla ,ok
sayEda kopyas€n€n elde edilmesidir.

Klonlama, iki temel amaca hizmet edBirincisi, & say€da ba,lang€,
materyalinden ,0k say€da rekombinant DNA fretmeyi sa8adece birka¢c nanogram
yetelidir, her bakteri bir plazmid al€p bir koloni olu,turmak fzere defalarca b...Ifneceei
Lin, her hfcre molekflfn ,ok say€da kopyas€n€ i,erir. Ba,lang€, miktar€n€ artt€racak
»ekilde birka, mikrogram rekombinant DNA genellikle tek bir bakteri kolonisinder eld
edilebilir. tkincis; purifikasyonu saslamas€d€inkiligasyon kar€, €méaistenen
rekombinant molekf| d€, €ndemelanmamé€, vekt...r molekflleri, baslanmam€, DNA
molekflleri, kendine baslanmg€, vekt...rler ve yanl€, PBifas€ i,eren rekombinant
DNA%oladabulunur Baslanmam€,, vekt...rJeradiren bir sorun yarat€r, ,fnkf bakteri
hfcreleri taraf€ndan al€nm<€, olsalar da, sadece baz€ istisnai ,artlar d€,€nda ,oealmazlar.
Bakteri i,indeki enzimler, bu DNA par,alar€n€ degrade eder. Kendine baslanm€, vekt...rler
veyanl€, rekombinant plazmidler, istenen molekf| kadar verimli ,oeal€r. Ancak yine de
istenen molekflfn safla,t€rmas€ klonlamayla saslanabilir, ,fnkf bir hfcrenin birden fazla

DNA molekflf almas€ mfmkfn deildiBrown, 2006).
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Klonlama s€ras€ndarticre br koloni olu,turacas€ndan kolonideki her klon ayn€
molekill icerecektirFarkI€ koloniler; kimi istenen rekombinant DNA molekfIf, kimi
farkl€ rekombinant DNA molekfIf, kimisi de kendine baslanm&€, vekt...rler olmak fzere
farkl€ molekfller i,erir. Bu sebeploeru rekombinant plazmidleri i,eren kolonilerin
doeru tespit edilebilmesbnemlidir (Brown 2006.

Klonlama Vektorleri: Bir DNA molekflfnfn, gen klonlamas€nda vekt...r olarak
g...rev yapabilmesi i,in bir,ok ...zelliee sahip olmas€ geikionemlisikonak hicrede
,0°alabilmelidir. B...ylece rekombinant DNA molekflfnfn ,ok say€da kopyas€ fretilir ve
yavru hfcrelere aktar€lBir klonlama vektoriideal olarak 10kb%.dafifk olmal€d€r,
fnkf bfyfk molekfller safla,t€rma s€ras€nda kopmaya e«ilimlidir ve maeftifiteesi
daha zordurBakteri hf crelerinde bu kriterleri saslay®NA molekdlleri,temel olarak
plazmidler vebakteriyofaj kromozomlad€r(Brown, 2006).

Plazmidler, bakternfcrelerinde bas€ms€z bir varl€k g...steren, dairesel DNA
molekuleridir. Plazmidle ,oeunlukla bir veya iki gen ta,€rlar ve bu genler s€kl€kla konak
bakteri i,in yararl€ bir ...zellikten sorumludur. —rne«in; ampisilin gibi antibiyotiklerin
toksik konsantrasyonlar€ndan korunma yetenesi, s€kl€kla antibiyotik diren,li genleri
ta,€yan plazmid bakteri hfcresinde var olmas€ndan ileri gelir. Bir,ok plazmid, ana
bakteriyel kromozomdan bas€ms€z olarak ,oealabilir. Tek bir hfcrede birbirlerine
uyumlar€na g...re ,ok say€da farkl€ pladetdlunabilir(Brown, 2006.

Bakteriyofajlar 6zellikle bakteileri enfekte eden viruslerdir. Butin virlsler gibi
fajlar da, protein molekulleragenolu,mu, koruyucu bir k€IEf ile kaplanm€, ve baz€lar€ faj

replikasyonu i,in genler ta,€yan bir DNAadiren RNA molekiliiceren olduka basit
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yap€dad€Bakteriyofajla€n bir,0k farkl€ ,e,idi vard€r, ancékinlardariambda {) ve
M13, klonlama vekt6ri olarak dnemlidiBrown, 2006.

Yirmi kilobazdan kf,fk DNA par,alar€n€n klonlanmas€nda kullan€lan plazmidler
ve bakteriyofajlar d€,€nda; 30000kb boyutlar€nda bfyfk DNAPagin de kozmidler
(btyldk plazmidler), bakteriyel yapay kromozomlar (Bacterial Artificial Chromosomes,
BAC) veya maya yapay kromozomlar€ (Yeast Artificial Chromosomes, YAC) da vekt...r

olarak kullan€labili¢Tefferi, 2009.

Ge"mite ait DNA'n,n Glvenilirli Fi
Kontaminasyon: aDNA'n€n gfvenilirlisi veya ger,elzgiinolma ...zelliei; ...nemli
bir konudur ve ara,t€rma sonu,lar€n€n modern kontaminantlardan ziyade, kendi hedef
dizilerini yans€tt€«€n€ varsayrdikkat ister (Handet al.,1994; Richardset al.,1995).
Ge,mi,e ait ...rneklerden ...zgfn DNA elde etmenin kesin bir teknik garantisi yoktur, bu
kontamine DNA%oY£ ...zgfn eski DNA%.dan ay€rman€n zorlu-wthdZNaag, 2003).
Hatta tf m kriterler kar,€lansa bile, ...zgf nlfk kesin olmayabilir (Cebak2004).
Klonlama sonras€ dizinleme ...zgfn DNA varl€«€ ile ilgili fikir verir. Eeer tf m klonlar ya da
,0°u birbiriyle uyumluysa, DNA%.n€n kontamine olmad€+€ kabul edilir (Stone, 2008).
Yay€nlanan ilk ...zgfnlfk kriteri f, noktayla s€n€ri€dfniasyons€ras€nda
cOzelilerden gelebilecek kontaminasyonlar€ belirlemek i,in ...rneklerle birlikte kontrol
izolatar€n€ test etmek,Her drnekten birden faziaolasyonhaz€rlamal3.Amplifikasyon
etkinliei ve amplifikasyon frfnfnfn boyutu aras€nda, eski DNA ...rnesinde degragiasyo
hasar€ g...steren bir ters ilgi beklemek. Bu kriterler, kontaminasyon ve yanl€, baslanmalar

hakk€nda yeni bak€, a,€lar€ belirgin hale geldi&rg, letilmi,tir (Padbeet al.,2004).
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Handtve meslekta,lar€L994), aDNA sonu,lar€n€n gfvenilirlisini deskmdirmek
IL,in alt€ kriter belirlemilerdir: 1. PCR'dan ...nce ve sonraki aktiviteler, laboratuvar€n farkl€
k€s€mlar€nda veya ayr€ laboratuvarlarda yap€lr2aMdé@ern DNAbula,mas€ndan
korunmak i,in s€k€ laboratuvar ko,ullar€ uygulanmat&d€ontamirasyonun tespit
edilebilmesi i,in kontrol ...rnekler kullan€lmal€di€tonu,lar€ doerulamak i,in ...rnekler
tekrar ,al€,€lmal€d&r.G...zlenen aDNA dizisi, filogenetik ili ki g...stermel@liParca
boyutu ile PCR etkinliei aras€nda ters ili,ki g...zlenmelidir.

Paabove meslekta,larfa (2004)...re neredeyse tam bir kriter listesi vard€r

1. Amplifikasyon frfnleri rutin olarak klonlanmal€ ve ,0k say€da klon
dizinlenmelidir.

2. Kor izolasyonkontrolleri haz€rlanmal€d€r. Benzer ,ekilde, negatif PCR kontrolleri
kullanémal€d€r. Her deneyde ...rnek eklenmemi, ,ok say€da kontrolfn
amplifikasyonu yap€Imal€dEr.

3. Ayn£€ ...rneein ayn€ veya farkatiar€ndan tekrarlanm€, amplifikasyonlar
gereklidir. "al€,€lan ...rneein DNA i,ermedisine karar verilmeden ...nce, f,
izolasyonyap€lmag makul bir ,abad€r.

4. Birizolatta var olan ,o«alt€labilir DNA molekfllerinin kantitasyonu, tutarl€
desi,imlerin meydana gelebilecesi PCR%oa ne kadar molekfl ile ba,lanacas€
hakk€nda bir fikir verir.

5. Amplifikasyon verimlilisi ve amplikonuzunlueu aras€ndaters orant€, aDNA
...rneeinde var olan engelleyici lezyonlar€n ve degradasyonun ilerlemesinin en basit

belirtecidir.
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6. Genel durumlar€na g.DidA i,erebilecek ...rnekleri belirleyecek h€zI€ tarama
y...ntemleri kullan€labil&kminoasit varl€«€n€n analikemik histolojisinin
deserlendiriimesi, DNA hasar€n€n belirlenmesi, kemiktekizierge yosunlusun
Olctlmesi ve elekno mikroskopu ile deserlendirmelternatif yontemlerdir.

7. Hucrelerdemitokondri gibi organellerin DNA%olar€ da bulunur. mtDNA bir,ok
aDNA ,al€, mas€nda temeldueunda ,ak€,andizinleri ,0+altmada farkl€rimer
setleri kullan€labilir.

8. —nemli sonular ikinci bir laboratuarda doerulanmal€d€r. Bu, bir laboratuvar

kontaminasyonunu belirlemede yararl€d€r.

Yang veWatt (2005) taraf€nddredef DNA mdekuliine benzer herhangi bir
molekf| ile bula,ma olarak tan€mlanamtaminasyonara,t€rma konusuna basl€d€r.
—rnee«in; modern insan DNA%o.S€, ge,mi,e ait insan kal€nt€lar€ ,al€, malar€nda bir
kontaminant iken, hayvan kal€nt€lar€ ile yap€lan ara,t€rmadardgaart bir bal,ma
...nemli dee-ildir (Watt, 2003

KontaminasyonlaboratuvaikaynakI€ olabilirLaboratuvarda meydana gelen bir
bula,ma,PCR frfnfnfnta,€Enmas€B€E€R frfnleri, kolayl€kla herhangi bir maddeye
kendilerini yap€,t€rabilir ve giysi, ayakiabeya havaland€rma sistemleri yoluyla
ta,€nabilir. Dolay€s€ykbloratuvar personain giysileri, kullan€lan kimyasallar, aya
gerecler veya aletlenavada bulunan gorukyen tanecikler serbest hiicree DNA
molekullerni icerebilir, PCR tfplerine girerek ya da s€v€lar trarestdirken ortama
kar€,abilir (Watt, 2003PCR malzemelerinden kaynaklanan ...zellikle hayvan kaynakl€

kontaminasyonlabildirilmi,tir (Leonard et al.,2007).Bunlarla birlikte miize 6rnekleri
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birle tirmede yapg€gr€c€ kullan€ld€+€ i,in, insan dizinleri; hatta yap€,t€r€c€ hayvan kaynakl€
bir madde ise hayvana ait dizinler @spit edilebilir(Cooper, 1994Nicholsonet al.,
2002,.

tnsan DNA%o.s€ ile kontaminasyon, bula,m€, laboratuvar malzemelerinin
kullan€lmas4a meydana gelir. —rnesin; malzemelé&wrupa kokenli biruretici firmada
Avrupa tipidizinlerle kontamine olabili(KaestleandHorsburgh, 2002). Analiz 6ncesinde
(...rne<in, kaz€ a,amas€nda) veya analiz s€ras€nda ...rnekle temasta bulunan ki,ilerden de
insanDNA%o.s€ kontamigasu ger,ekle,ebilir (Watt, 2008 "ok yayg€n olan bu durum,
ayn€ zamanda ktaminasyonun ...rnek kaynakI€ olihase a,€klanabili{Hebsgaarat
al., 2005).—rnek kaynakl€ katmminasyonun bir diser ,ekli de birbirine ,0k yak€n olarak
sakkanan veya sergilenen ...rnekler aras€nda ,apraz bula,mad€r. Bu, PCR ...ncesi haz€rl€k
a,amas€nda herhangi Aad€mdaa meydana gelebilir (Wattp23).

Kontaminasyonu ...nleyecek veya en aza indirgeyecek ,e,iitli protokoller
Onerilmi,tir. Laboratuvar kaynakl€oktaminasyonun 6nlenmesi igner ,al€,maayrébir
alandayap€lmal€d€rrnesin; izolasyon, PCR'a haz€rl€kamplifikasyon a,amal&
birbirinden ayr€lm€, farkl€ k€s€Emlgetaekle, tirilmelidir. Gfnfmfzdezolasyonicin
dieer laboratuvarlardan ayr€, HER#treli, pozitif bas€n,I€zel alanlar diizenlenmekte;
PCR haz€rl€«£€ i,imse steril, HEPAfiltreli, pozitif bas€n,l€ bir hava df zeneei ve UV € €k
sistemi olan farkl€ blaboratuvar kullan€imaktad8tanda ayr€ca tf pleri, otomatik
pipetleri ve baz€ malaeeleri steriletmekigin rutin olarak kullaglan bitUV kabini de
bulunu. "al€,ma alan€ndan, aletlerden veya malzemelerden kaynaklanan kontaminasyon
riskinin azalt€lmasg€ i,isodyumhipokbrit veyaDNAZ ile rutin temizlik yap€lmak&ya

UV radyasyonuna ta tutulmal€d€r (O%.Rouwrkeal.,2000).Dekontaminasyon amad& en
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s€k kullan€lan kimyasapbklorittir ve oksidatif hasarla dakikalar i,inde DNA%oy€ par,alar.
Bu sebeple..rneklere uyguland€+«€eddojen DNA%o.y€ da par,alamamasg€ i,in kontrollf
olarak kulan€lmal€d€r (KerapdSmith, 2005; Dissinget al.,2008). Ta,€nma sebebiyle
kontaminasyonun en aza indirilmesi i,in, €s€ d...ngf cihaz€n€n €s€ bloeuna da her
amplifikasyondan 20 dakika ...nce UV verilmesi ...nerilimektedir. Tfm aDNA i, lemleri
eldiven (erciheniki kat eldiven), maske ve uzun kollu ...zel giysiler giyen ara,t€rmac€lar
taraf€ndan yap€lmal€d€r (0%.Reake2000).Bunun yan€nda, laboratuvar personelinin
aDNA ,al€,ma alan€ndan moddéNA laboratuva€ra, PCR ...ncesi alandan PCR sonras€
alana doeruhareket etmesi PCR frfnlerinin ta,€Enmas€n€mmesiensaslayacakt€r (Watt,
2003. Bunun yan€nddrtaDNA laboratuvar€nda modern ...rneklerle ilgili ara,t€rmalar€n
yap€lmamas€n temel kontaminasyon etkenindemunmay€ saslaiR@abcet al.,2004).
Andemungve ara,t€r€c€lar@na.re (2008), kontaminasyonun temel kaynas€
laboratuvar de-il, kaz€ ve saklama ko,ullar@€z€ s€ras€nda bir kontaminasyondan
korunmak igcinmaske, eldiven, temiz bir po,et ve temiz aletler kullan€lmasg€ etkilidir (Yang
andWatt, 2005).Kemiklerin kaz€ sonras€nda y€kanmas€ ve temizlenmesi, kontaminasyon
L,in kritik a,amalard€r (Forteat al.,2008).—rnekler aras€nda ,apraz bula,ma riskinin
azalt€lmas€ i,in ...rneklerin ayr€ ayr€ ele al€nmasg€, eldivenlerin ...rneklerle birlikte
deei tirilmesi, aletlerin ve aragere,lerin temizlenmesi, filtreli pipet u,lar€n€n kullan€lmas€
gereklidir Watt, 2003.
Bireysel ,al€,malardaki kontaminasyonun belirlenmesi i,in ,0k say&ita
izolasyon kontroli vaegatifPCRkontroli kullan€lmal€d€£or izolasyon kontrold,
izolasyon s€ras€nidas ¢ozeltisine kemik tozu eklenmederegatif PCR kontroli ise PCR

kar€,€mEn€n i,iMENA izolatéeklenmedentiim a,amalardan ge,irilekontrollerdir Watt,
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2003. Bunlardaherhangi bir frfnfn varl€«€, kontaminasyokesin kan€t€d€r ve deney
tekrar edilmelidir. Hatta PCR haz€rl€+€ s€ras€nda a,€k ve kapal€ iki kaatrolfn
kullan€lmas€ ...nerilir. A€k kontroller; DNA'n€n eklenmediei, ancak PCR'€n ba,lat€lma
a,amas€na kadar kapaklar€ a,€k kalan, tfm dieer ...rnek tfpsfll€ktan sonra kapaklar€
kapat€lan tfplerdir. Kapal€ tfpler ise ...rnek d€,€nda tfm PCR malzemelerini i,erir ve PCR
haz€rlama a,amas€nda kapaklar€ kapal€ tutulur. Bu iki kontrol ,e,idi, PCR haz€rl€k
a,amas€ndan kaynaklanan (ta,€nma yoluyla) veya koretamailzemelerden kaynaklanan
bula,ma durumlar€n€kin olarak ay€rt etmeye yarar (O%oRoetrké,2000).aDNA
,al€, malar€nda pozitif kontrol kullan€lmas€, kontaminasyon olas€l€+€ndan dolay€ tavsiye
edilmemektedir (WillersleandCooper, 2005).

Tlk sonu,la€n tekrarlanmas€ bir zorunluluktur. Hatta ideali, bu tekrar€n ba,ka bir
laboratuvar taraf€ndan yap€imas€d€r (Ketrajs1997 Hebsgaaret al.,2005). Ancak
s€kl€kla humaliyetinden ...tfrf mfmkfn olamamaktad€r. Ayn€ laboratuvarda tekrar, farkl€
izolasyonlar yap€larak ba,lamal€d€r. Mfmkfnse di, gibi farkl€ iskelet elemanlar€
kullan€lmal€d€r. Tekrarlarka, hafta veya ay aral&kger,ekle,tirilmelidir. Bu tekrarlar
olmadan aDNA sonlar€ ge,ici olarak kalacakt€r (O%.Rowkal.,2000).tki farkl€
laboratuvar taraf€ndan yap€lacak bas€ms€z analizlerin sadece laboratuvar
kontaminasyonunu yok edecesi, ...rnek iki laboratuvara da ula,madan ...nce kontamine
olmu,sa, iki analizde de ayn€ olan ancak ...zgfn olmayan sonu,lar elde edileceei g...z
...nfnde tutulmal€d€r (Yanal.,1997).

aDNA sonu,lar€, filogenetik birijki gostermelidir (Handet al.,1994). tnsana ait
...rneklerde, eski ...rnekle onun soyundan gelen toplumlar€n genetik benzerliei bir anlam

ifade etmelidir. Tum laboratuvar personelinin DNA 6rnekleri, modboratuvar
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kaynakl€ kontaminantlar€ belirlemek amac€yla, incelenen ...zellikler i,in dizinlenmeli ve
tiplenmelidir. —rnekleri topraktan ,€kartan arkeolog veya mfze personeli gibi, ...rnekleri
tutan Ki,iler de bulunabiliyorsa, tiplenmelidir. Sonu, olarak, kopya ...rnek df, fk100)

ise, PCR hatalar€ birikebilir ve son PCR frfnfnfn miktar€na etki edebilir @dahdt

1996). Bu ,o-alt€lm€, diziler, dizi heterojenitesi olarak bilinir ve ancak kontaminasyonu da
ortaya ,€karacak olapk say€da klonlanm€, RQirinundrdizinlenmesi ile Blirlenir

(Handtet al.,1996 Kringset al.,1997;KolmanandTuross 2000).

Genellikle tfm bu kriterleri g...z ...nfne almak olasanfstf bir ...nem ta,€r. Ancak her
olguda her bir kritere basl€ kalmak gerekli de«ildir, ,fnkf tfni€analarda tfm hata
kaynaklar€ meydana gelmédzolasyowve PCR kontrolleri her zaman kullan€lmal€ysa da,
bir ve aynézolattan ,0k say€da amplifikasyon, binlerce ...rnek molekflden ba,layacas€
kantitasyonla belirlenmi,se tutarl€ devi,ikliklerin olmas€ bekiedisinden gereksizdir.
—rneklerin iyi korunmu, oldueu g...zlemleniyorsa, korunman€n biyokimyasal analizine de
ihtiya, yoktur. Ancak biyolojik a,€dan ...nem aDNA%on€n belirli bir diziningyf nlfefne
dayan€yorsa, ikinci laboratuarda tekrarlanmals€lditerlerin ,oeu ya da hepsi
saslanmal€d€P@abcet al.,2004; Hebsgaaret al.,2005).Schweitzeve meslekta,lar€
(2008)ancakfosillerin morfolojik, mikroyap€sal ve kimyasal analizleri, biyomolekfler
parcahrén olas€ varl€«€n€ g...staridekller analizler ba,lanmas€ gerektieini
savunmaktade€r.

«rnetin Yap,s, Tek bir eski ...rnesin analizi, ...rneein kald€+€ zamandan ziyade
yap€s€ndan dolay€ustudur. Bir,0k ...rnesin bipopulasyorolarak analizi ise daha
zordur. “oeu eski toplum ...rneei, belirli bir b...lgedki,en zaman aral€klar€yla ayr€lan

bircok bireyden olu,ur. Bu sebepfgoptilasyonn standart tan€m€n€ saslamdawein
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geleneksel anlamda doeru opulasyorolmad€-€ bilinmelidir. Bu tip bir ...rnek
da€l€mEnda, standaopullasyorve genetik analiz varg@mlar€ fzerinde uzla,ma
sacslanmal€d€r. Bu, ...rneklerde gfvenilir zaman kaynas€n€n ...nemli oldusu anlam€na gelir.
Ornekleri tarinlendirme, aDNA atizlerinin maliyetiniazalt€rSadece aDNA analizi igin
kullan€lan kal€nt€lar ile ili,kili olan arkeolojik d€n veya tabakalar€n tarihi, ...rneein ya,€
Lin gfvenilir belirte ler olmayabilir veya en az€ndan ...rneklerin kaynaklar€ hakk€nda a,€k
bir soru b€rak€rlar (Santeteal.,1990).

aDNA ara,t€rmalar€nda bir ba,ka sorun da, tfm ...rneklerde genetik i jaetler e
etme ba,ar€s€n€n ayintamas€deEr. —rne«in; Amerikgerlilerinin haplogruplar€n€ tespit
etmek i,in kullan€lan farkI€ i,aretlerde, bftfn primer setleri her ...rnekte ba,ar€l€ sonu,
vermez. Bu durum, haplogrup frekanslar€n€ hesaplamada kar€, €kl€leyzrbifyle
.eli,kili haplogrup ve genetik i,aret frekanslar€na sebep olur. Degrade nfkleik asitlerle
al€ €ld€«€nda durum daha k...tf bir hal al€r ve restkern.rnek kar,€la,t€rmas€ zorla,£r.
Farkl€ bir genetik i, aretten ziyade dizimeye givenmek, dumou kurtar€r (O%o.Rouskte
al., 2000).

Bahsedilenftm ...nlemlere rasmen, herhangi bir aDNA laboratuvar€nda
kontaminasyon ka,€n€lmazd8ekontaminasyon y...ntemleri %100 etkili desiidiraDNA
,al€, malar€nda kontaminasyon hala ciddi bir sorundur (Gihekt 2005).Deei,mez bir
tehlike ve beklenen bir sonu, olan bula,ma, ,0eunlukla enzim inhibit...rlerinden
kaynaklanan PCR ba,ar€s€zI€klar€ yfzfndendir ve temiz ...rneklerle tekrarlar veya
deei,iklikler y ap€larak fstesinden gelinebilir (O%o.Ratrle,2000; Hésgaarcet al.,
2005). Ba,lang€, materyalinin az olmas€, PCR inhibit...rlerinin varl€+€, endojen DNA hasar€

gibi sorunlar€ ,...zmek i,in uygulangik stratejiler, Tagpolimeraz%.€n miktar€n€ artt€rmak
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veya DNAizolatEn€ seyreltmektPCR inhibitdrleri de sewittilmi, olur (Hummelet al.,
1992;Eilert and Foran2007). Bu noktada bifazik amplifikasyon kullan€labilir, seyreltilmi,,
ornekle 2030 d...ngf PCR yap€l€r ve frfnf1108u ayn€ amplifikasyon parametrelerinde
yeniden ,o«alt€lmaya tabi tutulur (Hummet al, 1992). Daha sonriaolasyonve

safla,t€rma prosedfrlerini gelitirmékmel alEnméE, t€r (Anderugical.,2008).

Safla,t€rman€n DNA kayb€na sebep oldusu konusunda, Booraslekta,lar€L990)

sadece c¢okucik (40 60 baz ciftinda az)DNA par,alar€n€kayboldusunu belirtmi,tir.

aDNA izolatlar€ i,in ,0k say€da bas€ms€z PCR veya sonu,lar€n istatistiksel y...ntemle
analizi DNA hasar€n€n etkilerini elimine etmek yygulanardieer yontemlerdir

(Axelssonet al.,2008).Bunlardan baz€lagéerlerinden daha etk olsa da, hicbiri genel

kabul g...rmf,, deeildir (Anderureg al.,2008).Bu gerceker, sonu¢ elde etme ve @pama
ba,ar€s€n€ df ,frmektedinkf tek bir PCR'€n ba,ar€s€zl@eeru bir veri saslamaz.

Ancak bu zorluklar; ,oealt€labilir DNA veren ...rnekt€, €nda, bireysel ara,t€rmalardaki
veya ,al€,ma gruplar€ndaki ba,ar€ veya ba,ar€s€zI€k oranlar€n€ doerulukla belirlemek i,in
standart prosedfrlerin olmad€«€ anlam€na gelir. Yak€n gelecekte de bir standardizasyon s...
konusu gorinmemektedir. Yine de bir@@RNA ,al€,mas€ bas€yla sfrdfrfimekte ve
fizik selantropoloji, toplum tarihi, demografi ve evrimdeki ,e,itli sorunlar€ ,...zmektedir

(O%oRourket al.,200Q Hebsgaaret al.,2005.

GE,M€E AET DNA ,ALI*'MALARINDAE T€K VE YASAL K ONULAR
Antropolojik mateyalin her a,€damoeru y...netimi zorunludur. —rnesin; uzun
kemiklerden en az hasarla drnek alnf@kobonet al.,2009)veya dentirizolasyorundan

sonra di,i yap€,t€rmak mfmkfn oldusu halde, aDNA y...ntemleri genellikle tahrip edicidir
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Bu kaynaklar yerine gekonulamaz oldusundan, tahrip edici analizler sadece sonu,lar
...nemli tart€, malarda bilgilendirici olacaksa, ilgin, hipotezleri test etuezte
saclayacaksa veya tahribat dicer ara,t€rma alanlar€n€ etkilemeyecekse ger,ekle, tiriimelidir.
Cd€,ma ...ncesinde,t€rmac€lar, baz€ sorularla durumu deserlenda@&sid
analizlerine ba,lamal€d€r. —rnes«in;. yntem uygulamas€ antropolojik bir soruya y...nelik mi?
Sonu, almak i,in tahrip etmeyen bir y...ntem var iK&Ent€lanfveya dieer ...rneklerin
durumuDNA%on€n val@a i,aret ediyor muRal€nt€lar€n tahrip edilmesi farkl€ payda,lar€
nas€l etkiliyor®Dlas€ sonu,lar€n etikasal ve sosyal i,erikleri, varsa ya,ayanlar i,in,
nedir?Ayr€ca, gelecekteki herhangi bir olas€ test i,in bir miktar . sakéknmal€dEr.
Bdyleceilk ,al€,ma zaman€nda olmayan yeni y...ntemlerin uygulanmas€ veyar€anu,|
doerulanmas€ saslanabilik@estleandHorsburgh 2003.

tnsanlarla ilgili her ,al€,mada oldueu gilbiyoarkeolojialar€rda da etik, yasal ve
sosyal konular€ g...z ...nfne almakigé&se,mi,e ait DNA ,al€,malar€, ...Imf, insanlar€n
hem fiziksel kal€nt€lar€ hem de kfltfrleri ile ilgili oldueundan, fiziksel antropoloji ve
arkeoloji aras€nda devaml€ ve ak€c€ bir bae oldueunu g...stermfektieginlojik aDNA
,al€, malar€nda ara, t€rmac@tekar,€la,t€+€ etik konular€n ,oeu, yfzy€llard€r iskelet
antropologlar€, hatta ...zellikleemloglar taraf€ndan df,f nfImektedia,ayan insanlar ve
toplumlar i,in arkeolojik ve fiziksel antropolojik ara,t€rmalarda etik, yasal, sosyal
konular€n fark€Enak€lmas€, ,al€, malark@ltirel antropolojinin 6nemirartt€rmaktade€r.
Bu sebeple tf m bu alanlar€n bilgileri, birbirine fayda saslayacak ,ekilde ilgili ve i, i,edir
(KaestleandHorsburgh 2002 Walker, 2008.

AmerikaBirle, ik Devletlen, Avustralya ve Tsil%o.diskeletlerin analizine kdltirel,

dini veya politik sebeplerle itirazlar; ...rnekleri ara,t€rmak i,in gerekli izinleri engellemekte,
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aDNA ara,t€rmalar€eflk, yasal ve sosyal konular a,€s€ndaemli hale getirmektedir
(LaluezaFox, 1997; O%.Rourkeal.,200Q Walker, 2008. Muize ornekleri ile ilgili

,al€, malarda ise etik ve yasal sorunlar€n yan€nda ...rneklere eri,im izni de ...nemli bir
konudur (Stodder, 2008).

Ge,mi,e ait DNA konusunda ,al€,an ara,t€rmac€lar€n yerel yasal df zenlemelerden,
s€n€rlant@dan haberdar olmas€ gerekir. Df nyada baz€ profesyonel kurum veya kurulu,lar;
biyomedikal ve sosyal bilimler ara,t€rmac€lar€ taraf€ndan kullan€lmak fzere, ge,mi,e ait
insan kal€nt€lal€ jal€,malarda ortaya ,€kagtik sorunlar€...zmekle doerudan ilgili
bilgiler i,eren k€lavuzlar geli,tirmi,lerdir (Walker, 2008\ncak aa,t€rma materyallerini
,al€,mak i,in tek bir strateji ...nerilemez. Bununla birlikte, aDNA ara,t€rma projelerinin
ba,lat€imas€ndan ...nce, tart€,ma ortam€n€n yarat€lmas€ ve gerekldzietkinmesi,
taraflar€n sonraki anla,mazl€klar€n€ engelleyecek ve ileride yap€lacak ara,t€rmalar€
kolayla,t€racakt€r. Ara,t€rmac€lar toplumun emanetinde olan bu ...rnekleri korumak i,in
bilimsel ilkeleri kullanmak zorundad€r. aDNA analiz sonu,lar€, atagal a&a soyundan
gelenlerle ili,kilerinin mant€KI€ bir ,ekilde g...sterildi*i veya ifade edildisi zaman kavram€n€
geni,letmeye yarayabilir. Bu konular gittik,e daha fazla ...nem kazanmakta veya
karma,€kla,makta ve deneysel df zeneklerle e, it dikkat gerektirciei®s.Rourket al.,

2000)

Gfnfmfzde ya,ayan insanlarla ilgili biyolojik ,al€,malarda, yasal veya kurumsal
dfzenlemeler doerultusunda kat€El€mcE€lar€n e, itli df zeylerde ayd€nlat€ImE€, r€zalar€ al€n€r.
Ancak bu, ...Imf, biregdde mf mkfn olamayacas€ndémeklerde antropolojik veya
arkeolojik ,al€,malar genellikle kamu kurum ve kurulu,lar€n€n iznine basl€d€r. —Iflerin

haklar€ ile ilgili felsefi tart€,malar€n ge,mi, i ise ,0k eskidir ve ,ou tart€, giiliein ve
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.erefin korunmas€ veya ...Ifnfn isteklerineGdygulmas€ gibi haklar fzerinde
odaklanm€,t€r. Holm (2001) aDNA ara,t€rmalar€ a,€s€ndan bu konular€ tart€, m€ t€r.
EskiDNA ,al€, malar€; ya,ayan toplumlar€n sosyal, siyasal ve yasal durumlar€n€
etkileyebilir ve kendilerinin atalar€ veya k...kenleri hakké€mda€,lar€yla ,eli,ebilir.
Hayatta olan insanlarla yap€lan ,al€,malarda oldueu gibi, aDNA ,al€,malar€n€n sonu,lar€
ara,t€rmaya kat€lmame€, olsalar bile grup fyeleri fzerinde etkidhietik deliller soyal,
siyasal ve hukuksal alda bliyik dnenkazama potansiyeline sahiptiK@estleand
Horsburgh 2003. aDNA ,al€,malar€, ge,mi,te ve gf nfmfzdeki bireyler ve gruplar
aras€nda biyolojik baelar€n kan€t€ oldueu i,in, bu tip deliller arazi parsellemek i,in hak
talebinde bulunmak veya bir hakk€ reddetme@icgyla kllan€labilir. Bir,ok a,iret bunun
L,in aDNA uzmanlar€yla anla,malar yapmaktad€r (Tallbear, ;206/rman, 2001
Biyoarkeolojik 6rneklerd®NA ara,t€malar€n€n bir ba,ka etik, yagalsosyal
icerik ...rnesi; ge,mi,ten kalan Amerikgerlisi bireylein tlkelerine iade edilme kararlar€
veyakdulturel aidiyetin belirlenmeslir. Yerli Amerikal€ mezarlar€n€ koruma kanunu,
kiltarel aidiyet icin hem genel anlamda biyolojik delilleri, heenrdolektler genetik

analizlerikabul ede(KaestleandHorsburgh 2003.

ESKEDNA ,ALIsMALARININ A DL€ BELEMLERE KATKISI

Adli bilimler, olay yerinde bulunan ...rneklerin analizini gerektirir. “osunlukla
s€n€rl€ miktarda ve bozulrgap€da olan biyolojik delillerdeancak uygun yontemler
kullan€ld€+€nda sonu, al€nabilir. —#ed iskelet kal€nt€larEndan DNA analizleri, zor ve
zaman alan bir sfre, haline d...nf[Jolay€s€yla yf zy€llar boyunca toprak alt€nda ,e, itli

.evre ,artlar€na maruz kalm€, arkeolojik kemikler veya di,ler i,in ba,ar€yla uygulanan
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aDNA analiz yontemlerigd f ik DNA kopya say€s€na sahip veya degrade durumda olan
adli érneklerin incelenmesinde de bir yaisgerici olarak kudn€labilir (Capellet al.,
2003; Ballantyneet al.,2007 Fondevilaet al.,2008.

tskeleti bulunarbir bireyinidantifikasyonunda kemikteveya di,tenelde edilen
DNA profili, kaybolanki,inin e,yalar€ndan veya akrabalar€ndan elde edilecek olaikgene
bilgilerle kar,€la,t€r€labiliBulunan kemik drneklerinirkaybolan ki, iye ait olup olmad€+€
belirlenir. Benzer,ekilde y€llar ...nce vefatrng, bir ki,inin anne/baba olup olmad€-€; fethi
kabir ile elde edilen kemiklerinin DNA profilinin ,ocuk/,ocuklar€nki ile kar,€la,t€r€imas€na
dayan€larak ortaya ,€kar€l€r.

Arkeolojik kay€tlardan akrabal€k sistemlerinin belirlenmesinde kullan€lan
istatistiksel yakla,€m, konvansiyonel akrabal€k teorisinden ve adli bilimlerden al€nm<€,t€r
(Dudaret al.,2003).tncelenen ...rnekler, bazen soy asac€ ,€karmaya uygyatolmeae
alel df ,mesi meydana gelebjlibu da ...zellikle az say€da veri oldueunda yanl€,
yorumlamaya sebep olur. B...yle bir olas€ durumda, felaket kurbanlar€n€n
kimliklendiriimesinde, kay€p ki,ilerin belirlenmesinde veya diser akrabal€k analizlerinde
kullan€lmak fzere formfller geli,tirilmi,tir (BuckletandTriggs, 2006).

Molekuler antropolojide ygulanan mtDNA klonlanmas€n€n, adli bilimlere
uyarlanmas€ mfmkfndfr. Gemi,e ait ...rneklezr kar€,€m olarakabul edilir ve
kontaminasyonun yoklueunun kan€tlanmas€ gerekir. Molekfler klonlama bu farkl€ mtDNA
kar€, €ml&n€ ay€rmak i,in iyi bir yoldur @tz et al.,1999; Hatsclet al.,2006).Bunun
yan€nda tek bir dizin ...zellikle adli bilimlerde d€,lama i,in yeterli deeildir (&u#.,
1999).Ancak rutin uygulamalarda ,ok say€da koloni olu,turrdaks€n€rlay€c€ bir

fakt...rdfr. Ayr€ca klonlama proseelf pahal€ kitlerle yfrftfImektedir. Bu sebeple adli
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bilimlerde kullan€lmak fzere uygun maliyetli, k€sa sfren ve pratik y...ntemler
gelitirilmi,tir. —rneein, diferansiyel izolasyona haz€rlanm€, bir ...rnekten elde edilen
kar€,€mlar€ analiz ederken, kad€rmddaieu df,,fnfen k€s€mda klonlama yap€labilir
(Hatschet al.,2006).

Adli bilimlerde bir ba,ka yasal konu da, belirli hayvanlara ait oldueu iddia edilen
I,lenmi, et frfnleri olabilir. —zellikle yasalarla korunan hayvanlardan elde edilen etlerin
doerudanveya i,lenerek sat€lmas4, te, kil etmektedirki; bunundadelillendirilebilmesi
gerelidir. Bu ama,la s...z konusu kar€,€k et frfnlerinin i,eriklerini belirlemede,
...rneklerden yap€lacak DNA analizlerigayvan turlerinimelirlenmesi mumkuindur.
Ancak i,lenmi, et frfnlerinde var olan DNA degrade halde oldusund@mA
y...ntemlerinden faydalan€l€r ve etin ait oldueu hayvan tfrf veyamgiekiiler dizeyde

tespit edilebilir

ANADOLU%DA DEM£R ,AH

Demir "a<€, pekok b...Igede deei, ik tarihlerde ba,lam€,hitmi, olsa da
Anadolu'da genel olarak, K. 13. yfzy€lda ba,lad€-€,® 4. yfzy€lda biisi kabul edilen
ve demirin eitilerek kullan€lmas€ykarakterize olan bir donemdBu dénemde bulunan
demirin bulunup i,lenmesi, sanayinin geli,mesine neden dionuBak€r ve tun,un yerini
demirden silah ve e,yalar alIm€,t€r. Ticagtlanm&€,, toplumlar€n birbirleriyle ili,Kileri
saslanm€ t€Demir "a*€'na ait Anadolu uygarl€klar€Endan baz&k€ Hititler, Urartular,

Frigler, Lidyal€lar ve Likyal€lar'd€r.
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Van Cofrafyas,

Van, Doeu Anadolu B...lgesi%onin be, a@ierboliminden biridir ve Van @u%in
varl€s€ndan dolay€, b...Igenin diser b...If mlerinden &g€l€al iklim g...rflfr. KE lar€
soeuk ve kar ya<€, |€yazlar€ ise s€cak kgrak€r. Ancak g...llerin ve baaagn varl€e£€,
iklimin k€,€n kom,u illere g...re daha yumu,ak olmas€n€ saslaig felfa aras€ s€cakl€k
fark€ fazlad€r. Topraklar€ verimli, akarsular€ bol oldusu i,in tarih boyu bir,ok farkl€

medeniyet taraf€ndan elveri, li bir yerle,im merkezi olarak kélla€, t€r.

Yoncatepe ve UrartuMedeniyeti

Urartular, Dosu Anadolu B...lgesi%nde ya,am<€,, Demi(VaeE 1200 750/700
uygarl€klar€ndairidir. M.—. 9. yfzy€l€n ortalar€nda Van G...If ,evresinde ya,ayan g...,ebe
topluluklar birle,erek Urartu Devleti%oni kughatd€r. Urartu topraklar€ M.—. 8. yfzy€l
ortalar€nda geni,lemi,tir. Daha sonra dieer medeniyetlerle sava,lar meydana gelmi,, toprak
kaybedilerek gerileme ba,lam€, ve M.—. 612 y€l€nda Urartu Devleti%one Medleleve fskit
taraf€ndan son verilmi, tir (Cilingioelu, 1984).

1995 y€l€nda "Doeu Anadolu B...Igesi'nde Urartu Baraj ve Sulama Sisteminin
Ara,t€r€lmas€"” konusunda ger,eklegmilyf zey ara,t€rmas€ s€ras€ondam Van kentinin
9 km ¢f neydoeusunda, Yukar€ Bakra,l€.l§/f s€n€rlar€ i erisintEncatepe yerlenesi
saptanm€, (Sekb) ve arkeolojik kaz€ ala(&kil 7) olarak incelemeg al€Enm&€, t€r
Yoncatepe ve yak€n ,evretlrartu Krall€«€ D...nemi'nde ...nemli bir yer tutmugakra,l€
K...yf i,inde bulunan tarihi Yedikilise'nin (Varak Kilisesi) duvarlar€ndaires,malzeme
olarak kullan€lan ve Urartu Kral€ Menua'ya ait ,0k say€daki ,ivi yaz€I€ yap€ bitatoesi

doerulamaktad€r (Belli, 1996).
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*ekil 6. Yoncatep&onin genel g...rfnfiB¢lli, 1996.

ekil 7. Yoncatepe arkeolojik kz€ alan€ (Belli, 1996
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Yoncatepe Nekropoli

Yoncatepe nekropolfnde kaz€ ,al€,malar€ sonucunda Demir "a*€%ona tarihlendirilen
6 adet mezar odas€ (M1, M2, M3, M4, M5 ve M6) ortaya ,€kar€lnvg z€yden yakla,€k
70100 cm derinde olan madar€n fst ...rtfsf ,...kmemi,ap$lar ve i,inde
bar€nd€rd€klar€ korunmu,tur (BeiliKavakI€, 2001)Bu ,al€,ma kapsam€nda incelenen
Mezar 2 (M2) ile Mezar 6%or{f16) genel gériaatiimleri ve icindeki buluntulagekil 8, 9, 10
ve 11%ode g...rflmektedezarlar€n tf mfnde ,ok say€da iskelet ortaya ,€kar€@imE€
Kafatas€ say€s€na g...re M2%ode 403B81BRddldueu df ,f nfImektedirBireyler
mezarlaraya, vecinsiyetayr€n@yap€lmadag...mfImf,tfMezarlarda bebek, ¢ocuk,

gen,, ya,l€, kad€n ve erkbkeylere ait kemiklebir arada bulunmu,tuiBelli, 2001)).

«ekil 8. Mezar 2%onin genel g...rf nfdefli and Konyay 2001).
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eekil 9. Mezar 2%o.deki buluntular (Belli and Konyar, 2001).

* ekil 10. Mezar 6%.n€n genel g...rfnfmf (Belli and Konyar, 2001).
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* ekil 11. Mezar 6%odaki buluntular (Belli and Konyar, 2001).

Yoncatepe halk€, kendine ...zgf bir ...If g...mme gelenee¢ine sahiptir. —Iflerini
ta,larla ...rflerek yap€lan ve g...mfnfn konuldueu odaya giri,ini saslayan bir kap€n€n
bulundueu dikd...rtgen planl€ oda mezarlara g...mmf lerdir. Bu yap€lara normal ko,ullarda
bu kadar kinin konulmas€ mfmkfn desildiErken Demir "a*€'na tarihledirilen dieer
nekropollerde oldueu gibi, buradadnezar odas€ dolduktan sohex, yeni gomi
yap€ld€«€nda eskisi geriye doeru itilmi, ve b...ylece mezarlar€n dip k€sm€nda bir kemik
y€+€n€ olu,meyr. Kemiklerin mezar dibine itilmesi s€ras€nda, kafataslar€n€n bfyfk bir
...zenle ,anaklar€n i,ine konuldugtéaenmi,, bununla birlikte kemiklerin kar€, t€«€ ve
par,aland€«€ belirlenntiy. Mezar odalar€nda normal g...mflerin yan€nda yak€larak
g...mfImf, ki,ilen kemiklerine de rastlanm&€,t€r. Bu mezarlar€n iki g...mf tfrfnfn ayn€
mezarda kullan€lm€, olmas€, ayn€ kabileye veya aileye ait bireylerin farkl€ geleneklere veya

dinsel inan€,lara sahip olabileceklerine i,aretektedir (BelliandKonyar, 2001).

99



BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

“al€,mada materyal olarak Vavioncatepe (Urartu Medeniyeti, M.O. 1200
750/700) arkeolojik kaz€ alan€ndaki mezar odalar€nda bulunan insan kemikleri
kullan€lm€,t€r. Yoncatepe kaz€ alan€, Van kentinin Priepdpeusunda, Yukar€ Bakra,l€
Koyf s€n€rlar€ iinde yer almaktad€r. Kaz€ ,al€,malar€ sonDeumitaa€%ona
tarinlendirilen alt@det mezar odas€ (M1, M2, M3, M4, M5 ve M6) ortaya ,€kar€lm€, t€r.
Y fzeyden yakla,€k 70200 cm derinde olan mezarlar€n fst ...rtfsf ,...kmemi,, yap€lar ve
icinde ba€nd€rd€klar€ korunmu,tur (Belli ve Kavakl€, 28@%E alan€ndan elde edilen
insan kemiklerinin antropolojik ,al€,mas€ Mergen ve t,can (2007) taraf€ndan
tamamlanm€,t€r.

Bu ,al€,ma i,in oda mezarlardan M2'deki 20, M6%odaki 17 insan femur kemiei
par,as€, Alli TEp Enstitfsfe Uluslararas€ Adli Bilimler Merkezi Laboratuvarlar€%.nda

MtDNA HVRI 16143 16294baz ,ifti aras€ b...Ige a,€s€ndan analiz edilmi,tir.

KEMEKLEREN HAZIRLANM ASI

A,amat.ce. Adli TEp Enstitf ydli Osteoloji Laboratuvar€%o.nda ger,ekle,tirildi.
M2 ve M6 oda mezarlar€ndan ,€kar€lan, ancak antropolojik ...I,f m yap€lamayan femur
kemikleri se,ildi. "al€,man€n yap€lacas€ alan %4NEOCI,...zeltisi ile ka*€t havlu
kullan€larak temizlendi ve birka, kat alf minyum folyo ile kapland€. M2'deki 20, M6%odaki
17 femurun s€k€ kemik dokusunBas cm ...rnek, k€l testeresi ile lersk
numaraland€r€lm€, falkon tf pleend€. Kontaminasyonun ...nlenmesi amac€yla; her ...rnek

L,in kullan€lan alf minyum folyo, k€l testeresinin ucu desi,tirildi. Modern DNA
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kontaminasyonurah korunmak amac€yla kullan€lan eldiven, maske ve bone de her ...rnekle
birlikte yenilendi.

Kemiklerin toz haline getiriimesi a,amas€nda€,€lacak alan %4'| NaOCI
,...zeltisi ile kas€t havlu kullan€larak temizlendi ve birka, kat alf minyum folyo ile had@la
—rne«in d€, yfzeyinin temizlenmesinde kulltawk bistfrinin her iki taraf'ar dakika
UV'de bekletildi.Folyo fzerine al€nan ...rneein d€, yfzeyi, bistfriile tra,land€. T,
yfzeyindeki sfngerimsi doku uzakla, t€rét@énik par,as€n€n her iki yfzeyer dakika
UV'de bekletildi.Ornek, kilitli plastikpo,ete al€nd€. Bir kat kilitli po,ete daha konuldu ve
laboratuvar d€,€nda, birka, kat karton konulmu,, zemin fzerinkighe@€k bir ,eki,
kullan€larak, po,et i,indeki kemik par,as€n€n k€r€lmas€ veitez delmesi sasland€. Toz
haline getirilen ...rneein bulundueu po,etler, alf minyum folyo kapl€ alan fzerinde
dikkatlice a,€larakl5 ml falkon tf plere aktar€ld€. Toz ...rnekleig Gebt€larak ffarkl€
1.5ml ependorfa b...Ifndf. Tkimegerf izolasyonda kudin€lmak, biependorf ise ihtiyag
durumunda d€,, laboratuvara g...nderilmek fzere haz€rland€. Geri kalan toz ise yine ependorf

tfp i,ine al€nd€. Tfm ...rnekler her zaman derin dondurz208&) sakland€.

DNA €Z0LASYONU
A,ama,t.ce. Adli TEp Enstitf 8folekiler Genetik Laboratuvar€%.n€n izolasyon
boliumundeQlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, CA) kullan€largler,ekle, tirildi.
1. Tal€€lacak alan %4'IfKaOCl,...zeltisi ile kas€t havlu kullan€larak temizlendi.
2. Kullan€lacak tf m otomatik pipetlerin her iki yfzeyipet u,lar€, izolasyonu
yap€lacak ...rnek say€s€ kadat feBkon tlp, 1.5nl ependorf tfp, ayr€ca Vb

pH=8 EDTA c¢o0zeltisi, 10 dakika UV'de bekletildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Su banyosu ve termomikser, 55ZC'ye gelmesi i,in a,€larak haz€rland€.

15 ml falkona 10ml EDTA ¢6zetisi konuldu

50 pl 10 pg/pl Proteinaz Ke 0.05g SDSeklendi. Kar€,€m 5 dakika UV'de
bekletildi.

Onceden 0.9 tart€larak haz€rlanm€gegorftaki her kemik tozu ...rneeihen|
izolasyongdzeltisi eklendi.

Kontaminasyonun tespiti i,in, her 3 ...rneee K&k 1 negatif kontrol ...rneei (kemik
tozu icermeyen, sadetmlasyon,...zeltisi i,eren ...rnek) de haz€rland€olasyon
s€ras€nda ...rneklerle birlikte bu tfp de ayn€ i,lemlerden ge,irildi.

Ornekler,bir gece55° C 650 rpm termomikserde b€rak€ldE.

Ertesigfn, ,al€,€lacak alan %4'I|NaOClI,...zeltisi ile kas€t havlu kullan€larak
temizlendi.

Kullan€lacak tf m otomatik pipetlerin her iki yf zeyi, pipet u,lar€, izolasyonu
yap€lacak ...rnek say€s€ kadat feBkon tf p, izolasyonda kullan€lacak purifikasyon
kitinin kolonlar€, kit i,indeki PE, EB ve AR;0zeltileri, UV'de 10 dakika bekletildi.
Termomikserden al€nan ...rnekler, 2p00de 5 dakika santrifij edildi.

Falkonlara Iml PBI ,...zeltisi konuldu. t,ine santriffjden al€nan ...rneklerin fst
(sfpernatant) k€Esm€ndaml alEn€p eklendi.

Kar€,€mdan 0Ml, kitin sa-lad€-€ silika kolonlara aktar€ld€.

14000rpm'de 1 dakika santriffj yap€ld€.

Kolonlar€n at€k tfpleri ,€kart€larak, %4NEOCI,...zeltisi emdirilmi, kas€t havliuya
ters ,evrildi ve i,indeki s€v€ uzakla, ié¥€ktan sonra tekrar kolonlar€n alt€na

yerle, tirildi.
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16. Falkondaki kar€,€m bitene kadar bu i,leme devam edildi.

17. Son santriffjden sonra temizlenen at€k kab€ tekrar kolonun alt€na yerle, tirildi ve
kolona 0.75ml PE y€kama ,...zeltisi eklendi.

18. 14000rpm'de 1 dkika santriffj yap€Id€.

19. At€k kab€ temizlenen kolonlar, tekrar 14fif¥@'de 1 dakika santriftj edildi.

20. At€k kab€ at€larak, yerine hbBependorf tfp yerle,tirildi ve kolona 540 EB
cozeltisi eklendi.

21. 1 dakika beklendikten sonra 140Gfn'de 1 dakika santfj yap€ld€.

22. Hazé€rlanan izolatlerin dondurucuda sakland€.

DNA'NIN ,OEALTILMASI

A,ama, Uluslar aras€ Adli Bilimler Merkezi Laboratuvar€%.n€n PCR b...Ifmfnde
ger,ekle,tirildi. Mitokondriyal DNA'n€n HVRI b...Ilgesindl6143 16294baz ,ifti aras€
b...lgenin ,o°H€lmas€ hedeflendi.

1. Tal€€lacak alan %4'lfKaOCl,...zeltisi ile ka*€t havlu kullan€larak temizlendi.

2. Kullan€lacak tf m otomatik pipetlerin her iki yfzeyi, pipet u,lar€, izolasyonu
yap€lacak ...rnek say€s€tiantroller dahil) iki fazla say€da 0.5ml eperidap,
kar€,€m i,in bir adet 1.8l ependorf tfp, ayr€ca 10X tampon ,...zeltisi, M[gINTP
cOzeltisi, 10 dakika UV'de bekletildi.

3. PCR kar€,€m€ haz€rlandéék ba,€na

MilliQ su 31 ul
10X tamponu Sul
dNTP 4 pl
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MgCl, 4ul

BSA 0.5l

Primea F+R 2 pl+2ul
Kar€,€m 5 dakika UV'de bekletildi.
0.2ml ependorf tuplere 2.5l 6rnek, ikikontrol tiiptiine de 6rnek yerine su konuldu.
PCR kar€,€m€n2Bul Tagpolimeraz enzimi eklendi ve kar€,€m her 4¥ps pl
olarakpayla,t€r€ld€.
PCR aletinde ygun programa konuldu:

ilk a,ama:  95°C 7 dakika

44 dongu:  55°C 1 dakika/ 72°C 1 dakika/ 94°C 1 dakika

1 dongu: 55°C 1 dakika/ 72°C 10 dakika/ 10°C 15 dakika

,0%alt,lan DNA'n,n Tespiti

1.

2.

1 g agaroz tart€ld€, erlene konuldu.

50 ml 1X TBE eklendi

Mikrodalga f€r€ndata derecede 2 dakika kaynat€ld€.

1il EtBr ilave edilerek, tarak yerle, tiriimi, jel kab€na d...kfldf.

15ul PCR drunt ve @l yikleme tamponkar€, t€r€laraéle yiaklendi.

Kar,£€la,t€rma i,in Pstl ile kesie uerat€Elm€, Lambda DNgtardart olarak kullan€ld€.

45 60 dakikall0 V' elektroforeze tabi tutulan agaroz |8V alt€ndancelendi.
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JELDEN DNA €ZOLASYONU

Kesim yap€lacak ...rnek say€s€ kadat &fendorf tf p haz€rland€,
numaraland€r€ld€ ve bo, a*€rl€klar€ tart€larak notl@dimin zararl€ etkilerinden
korunmak igin gozlik, maske, eldiven gibi gereklnlemler al€nardky alt€nda

g...rfntflenen jel bantlar€fri ile kesildi (Sekil 13.

*ekil 1 2. Agaroz jelden DNA bant€n€n kesilmesi.

Her jel bant€, ait oldusu ependdiffpe konuldu. Ependorf tf pler tekrar tart€ld€.
B...ylece ilk as€rl€klar€ ile ikinci as€rl€klar€ aras€ndaki fark, i,erdikleri jel par,as€n€n
a*€rl€«€n€ verdplAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, CAkullan€larak i,leme devam
edildi.

1. Ependorfa jel bant€En€adminin 3 kat€ kadar QG ,...zeltisi eklendi.
2. Jelin erimesi i¢in 50€ su banyosunda 10 dakika bekletildi.

3. Jel hacmi kadar izopropanol eklendi.

4. Kar€,£€m kitin saslad€+€ silika kolonlara aktar€ld€.

5. 14000rpm'de 1 dakika santriffj yap€ld€.

6. Kolonlar€n at€k tf plebo,alt€larak%4'likNaOCl,...zeltisi emdirilmi, kas€t haviuya
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ters cevrildive tekrar kolonlar€n alt€na yerle, tirildi.

7. Kolona 0.75ml PE y€kama ,...zeltisi eklentidakika beklendi.

8. 14000rpm'de 1 dakika santriffj yap€ld€.

9. At€k kab€ temizlenen kolonléekrar 14000pm'de 1 dakika santriftj edildi.

10. At€k kab€ at€larak, yerine mbependorf tfp yerle,tirildi ve kolona 54 EB ¢o6zeltisi
eklendi.

11.1 dakika beklendikten sonra 140@fn'de 1 dakika santriffj yap€ld€.

12.Kolona 30ul EB co6zeltisi eklendi.

13.1 dakika beklendikten sonra 14068m'de 1 dakika santriffj yap€ld€.

14.PCR Urungjelden safla,t€r€lm€, halkeldeedildi.

DNA'NIN KLONLANMASI
Bu a,ama;t.ce. Adli T€p Enstitf gydli Mikrobiyoloji Laboratuvar€%.nd®POTA
Cloning® Kit with pCR®2.1-TOPQ® (Invitrogen, CA)kullan€laralger,ekle, tirildi. Once

besiyeri haz€rland€, ard€ndan klonlama i,lemi tamamland€.

Besiyeri Haz,rlanmas,
Tki farkl€ y...ntem takip edildi:

l. 20 g haz€r Luridertani agara 25! deiyonize su eklendie otoklavda
sterilize edildi Dahasonra 55CT'ye soeutulan s€v€ besiyerine gd@mpisilin
eklendi ve petrilere dokuldi.

Il. Mavi-beyaz g...rfntfleme i,in ...zel olarak fretilmi, haz€r kaFagi¢diac

LB Agar Amp IPTG/X-Gal, Fermentaskullan€ld€. Paket i,eriei cam ,i.e i,ine
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alEnd€, fzeer200ml deiyonize su eklendi ve mikrodalga f€r€nda orta €s€da
once 2 dakika, daha sonra hafifgkkalan€p 30 saniye tutuldu, tamamen
erimesi saslad€ veetrilere dokuldi.

Her iki ydntemde dedsiyer sosuyarak kat€la,€nca, petrilekiapas€ kapat€ld€ ve

ters cevrilerek 4€'de karanl€rtsakland€.

Klonlama €tlemi

1. Petrilerdeki besiyeri 37C etfve b€rak€ld€.

2. Klonlama i,in kullan€lacak kitin ...nerdiei fzere, su banyosiCA&Yayarland€ ve
S.0.C. Medium oda s€cakl€«€na gelmesi i,in dolaptan ,€kart€ld€.

3. OmekKer ve negatif kontroller icin yetertiay€da 0.5l ependorf haz€rland€ ve
numaraland€r€ldE.

4. Kontrol tfpf i,inde kar€,€m haz€rland€ (...rnek ba,€na):

Tuz ¢ozeltisil pl + Vektor 1 pl

5. Kar€,€n2 ul olarak tuplere bolunda.

6. 1pul jeldenizole edilmi, PCR fru eklendi.

7. 30 dakika beklendi.

8. Bu arada80°C'denTOP10P#h fcreleri buz iine al€nd€.

9. 30 dakika sonunda ...rnek tf plerini i,eren spor buza yerle,tirildi. Tfplerin alt kEsm€n€n
buzda kalmas€ sasland€. t,ine T0QP10P#haiicreleri ilave edildi.

10. 30 dakika bklendi.

11. 30 dakika sonunda tupler, 42°u banyosunda 30 saniye b€rak€ld€. Hemen ard€ndan

buza al€nd€



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Her tipe 20 ul S.0.C. Medium ilave edildi.
Etlvde 37C'de 1 saat ,alkalanmaya b€rak€ld€.
Petriler etfvden al€nd€.
Kar€,€m haz€rland€ (...rnek ba,€na):
X-Gal 20 ul + IPTG 20 pl
Kar€,€m40 il), petrinin bir kenar€na b€rak€ld€.
Etanolde bekletilen yayma aleti (Drigalski spattli), dnce bek alevinden gecirildi,
sonra petrinin bir kenar€na b€rak€lm&akve IPTG kar€,€mE€n€n besiyerine yay€lmas€
icin kullan€ld€.
Etluivde 37C'de 30 dakika bekletildi.
30 dakika sonra petriler ve tfpler etfvden al€nd€.
Ependorf iindeki tfm kar€,€m (tuz ,...zeltisi, veKtQP1OPdaucreleri, S.O.C.
Medium) petrinin bir kenar€na b€rak€ldE€.
Etanolde bekletilen yayma aleti, drioek alevinden ge,irildi ve kar€, €mE€n besiyerine
yay€lmas€ i,in kullan€ld€.
Petriler etivde 37€'de gece boyu bekletildi.
Ertesi gf n petriler incelendisinde, hem mavi hem de beyaz kolonilerin olu,tueu

goralda.

Kullan€lan vekt...r, LacZ genini i,eremmsilin direncli bir vektoérdirLac Z geni,

laktozu glukoz ve galaktoza parcalayan enzim élgialaktosidaz€ fretiGenin

,al€,abilmesi ise, IPTG'nififzoPropil £-D-1-TiyoGalaktopianosid)varl€«€Enda-l€d€r. Bir

laktoz tfrevi olan IPTG, Lac repres...rddaer ve onu inaktive ederek Lac operonunun
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,al€,abilmesini salarE. coli taraf€ndan metabolize edilemediei i,in, konsantrasyonu
sabit kalmas€ da ...nemli bir avantagd&al (5-bromo4-kloro-3-indolil-£-D-
galaktgiranosid, BCIG)£-galaktosidaz enziminin substra@€d&Enzim, XGal'i renksiz
galaktoza ve mavi renkdi-kloro-3-brontindigo'ya par,alar. Dolay€s€yla, besiyerlerinde
klonlaman€n ger,ekle,tiei hfcrelerde hedef PCRrfu bakteri hiicresindeki vektdrin Lac

Z gen dizisinin ortas€na girip genin ,al€,mas€n€ durdurmu,sa, enzim fretilemedisi i,in X
Gal par,alanmamé£€,t€r (mavi renk olu,maz), beyaz koloniler meydana gelmi,tir. Eeer
klonlama doeru ger,ekle,mezse veya hi, meydagelmezse, bu durumda Lac Z geni
enzim fretmeye devam etmi,tir ve bu enzimkiGal'i parcalayarak mavi renk (mavi

koloniler) olu,mas€n€ saslam€,t€terfen, doeru koloniler, beyaz renkli kolonilerdir.

KLONLAMA SONRASI ,OE ALTMA

A,ama, Uluslar aras€ Adilimler Merkezi Laboratuvar€%o.nda ger,ekle, tirildi.
Beyaz renkli kolonilerin igerdikleri hedef dizinin hstart PCR ile ,ocalt€lmas€ i,lemine
ge,ildi. B...ylece PCR s€ras€nda olu,mas€ muhtemel ve ,oealmay€ olumsuz y...nde
etkileyecek primedimer olu,umlangdan korunulmas€ hedeflendi.
1. Her 6rnek icin3> 5 koloni se,ildi ve yeterli say€da OBl ependorf tlpler etiketlendi.

2. PCR kar€,€m€ haz€rland€ (...rnek)ba,€na

MilliQ su 17 ul
10X tamponu 2.0l
MgCl, 1.5ul
PrimerF+R 0.5ul+0.5ul

3. Kar€,€m, 0.&hl ependorf tlplere 21.5 olarak payla,t€r€ld@tomatik pipetlerin ucu



kullan€larak se,ilen koloniler zarar vermeden al€nd€ ve kar€,€m iine aktar€ld€.
PCR i,in ikinci kar€,€m haz€rland€ (her ...rnek i,in):
dNTP2.0ul + Tagpolimeraz0.5pul
PCR aletiné uygun programa konuldu:
ilk a,ama:  94°C 10 dakika
25dongu:  94°C 1 dakika/ 55°C 1 dakika/ 72°C 1 dakika
son a,ama: 72°C 10 dakika/ 15°C 15 dakika
tlk a,aman€n tamamlanmas€na 8 dakikdikalkre 2.911 ANTP-Taq kar€,€m€ eklendi

ve kapa<€ kagt€lan PCR aleti, programa devam ederek klonlanan frfnleri ,oealtt€.

,0falt,lan DNA Klonlar,n,n T espiti

1.

2.

3.

1.5g agaroz tart€ld€, erlene konuldu.

75ml 1X TBE eklendi.

Mikrodalga fE€r€ndarta derecede 2 dakika kaynat€ld€.

1 pl EtBr ilave edilerek, tarak yke, tirilmi, jel kab€na d...kfIdf.

5ul PCR urtind ve l yukleme tamponkar€, t€r€largkle yiklendi.

Kar,€la,t€rma i,in Pstl ile kesime uerat€Im€, lambda DNA ...rneei standart olarak
kullan€ld€.

30 dakikal35V elektroforeze tabi tutulaagaroz jelJV alt€nda incelendi.

Doeru eklenmenin ger,ekle,tiei ...rneklerde, PCR frfnfne geri d...nflerek purifiye

etme i, lemine ge,ildi. KEsa eklenme, hi, eklenmeme veya sadece pdimar olu,umlar€

tespit edilen frfnler i,in ise, yeniden klonlama PCR'€ yap€Id€.
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PCR URUNLERENEN SAFLACTIRILM ASI
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, CAkullan€larak i,leme devam edildi.

1. Ependorfta haz€r bulun®CR frfnf fzerine hacminin 5 kat€ kadar PBI ,...zeltisi
eklendi.

2. Kar€,€m kitin saslad€-€ silika kolonlara aktar€ld€.

3. 14000rpm'del dakikasantriffj yap€ld€.

4. Kolonlar€n at€k tf pleemizlendi.

5. Kolona 0.75ml PE y€kama ,...zeltisi eklendi.

6. 14000rpm'del dakikasantriffj yap€ld€.

7. At€k kab€ temizlenen kolonlar, tekrar 140#8'de 1 dakika santriftj edildi.

8. At€k kab€ at€larak, yerin® thl ependorf tfp yerle, tirildi ve kolona 34 EB ¢6zeltisi
eklendi.

9. 1 dakika bekldikten sonra 1400fpm'de 1 dakika santriffj yap€Id€.

10. Safla, t€r€Im&ECR Urinthaz€r hale getirildi.

D€ZENLEME
Dizinleme,Macrogen (Rockville, MD, USA) laboratuvarladémger,ekle,tirildi.
OnceBigDye® Termirator v3.1 Cycle Sequencing Kiafplied Biosystems, CA, USA)
kullan€larak ,0ealtma yap€Id€.
1. PCR kar€,€m€ haz€rland€ (her ...rnek i,in):
Haz€r reaksiyon kar€,€m<€ 9.5l
Primer Kar€, €m€ 3.5ul

Ornek 8ul
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2. PCR aletnde uygun programa konuldu:
ilk a,ama:  96° C1 dakika
25 dongu:  96° C15 saniyd 50°C 1 saniye 60°C 60 saniye
son a,ama: 15° C10 dakika

3. Elde edilen gealt€Im<€,, frfnler, ABI 310 Genetik Analiz...r cihaz€nandidie

yuratuldu.

D€ZENLEREN DECEEERLENERELMESE

Elde edilen dizinlernceChromasyaz€l€m program€aktar€larak i,ledi. Hedef
DNA dizilerinin vekt...rfn DNA dizini ile birle,tiei kKEs€mlar, vekt...rfn dizin haritas€ (Ek 2)
kullan€larak belirlendi. Tstenen dizin d€,€nda kalanlar se,ilerek €kta€ldonra veri

BioEdit yaz€l€m program€na aktar€l@eakbridge Referans Dizini ile kar,€la,tEr€ld€.
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BOLUM 4

BULGULAR

“al€,mada VanYoncatepe (Urartu Medeniyeti, M.O. 12000/700) kaz€ alan€nda
bulunan oda mezarlardan M2'deki 20, M6%o.daki 17 ingdeenur par,asélas€ akrabal€k
ili,kilerini genetik analizlerle belirlemek amac€waaliz edildi.

—ncelikle kemiklerden DNA izole edildi. tzolasyon s€rasénazklerin renginde

farkl€l€klar g...zlendi (Sekil)13

eekil 13. DNA izolasyonu s€ras€ndlameklerinf st faz€ndgorulenrenk farkI€l€klar€.

tzolatlar agaroz jel elektroforezinde yfrftfldf (Sé&Kive 15). Sekil 14 ve 15%e
oklarla i,aret edilen alanlarzolasyon s€ras€nda tfm i, lemlerden ge,irilen, ancak DNA
icermeyerkontrol érneklerini gétermektedir.

Daha sonra mitokondriyal DNA'n€n HVRI b...|gesit&iel 716294baz ifti aras€
b...Ige ,o-alt€ldd45baz ciftlik PCR ornekleriPstl ile muamele edilmi, Lambda

DNA%odan olu,turuldsir markerile kar, €la, t€r€ld€«EndPat| standartEn€n verdiki banc€n
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aras€nda bant vermi, olmas€ bekleBazenamplifikasyon ba,ar€s€z oldu, sadece primer

dimer olu,umu g...zlendi (Sekib).

eekil 14. Markerve izolatlar€n agaroz jelde g...rfnfnold&h sasa s€ras€yla Marker,-M2
FD1, M2FD2, M2-FD3, M2FD5, M2-FD6, M2-FD7, M2-FD8, M2FD9, M2FD10, M2
FD12,Kontrol Il; M2-FD18, M2FD19, M2FD20, M6FD2, M6FD6, M6-FD10, M6
FD16, M6FD7,Kontrol I).

sekil 15. Markerve izolatlar€n agaroz jelde g...rfnfngld& sa-a s€ras€yla Marker,-M2
FD4, M2FD11, M2FD13, M2FD14, M2FD15, M2FD16, M2FD17, M6FD1, M6

FD3, Kontrol lll; M6 -FD4, M6-FD5, M6-FD8, M6-FD9, M6-FD11, M6FD12, M6FD13,
M6-FD14, M6FD17,Kontrol IV).
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«ekil 16. Amplifikasyonun ba,ar€s€z oldueu, sadece prdierer olu,umunu g...steren bir
jelg...rfntfsf. (S€ras€yla: KORtrol I, M2-FD6, M2FD9, M2-FD10, M2FD12,Kontrol
I, M2-FD18, M2FD19, M2FD20,Kontrol I, PCRKontrol I1).

Amplifikasyona tabi tutulan izolasyon kontrol drneklerinin ve PCR kontrollerinin
bant vermemesi gerekliydhncakbazenher iki kontrolde deDNA varl€«€na i,aret eden
bantlar ddueu g...rfldf ve kontaminasytaspit edildi (Sekil17). Bu sebeple, PCR
a,amas€ tekrarland€.

Tfm bunlarla birlikte kontaminasyonun olmad€<€, beklenen boyutta doeru frfnlerin
olu,tueu ba,ar€l@mplifikasyonlar da yap€labildi (SekiB). Bu durumda jeldeizolasyon

a,amas€na ge,ildi.
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eekil 17. Amplifikasyon s€ras€nda kontaminasyonun oldueunu g...steren bir jel g...rfntfsf.
(S€ras€yla: PGRoNtrol I, M2-FD6, M2-FD7, Kontrol 1l, M6-FD2, M6-FD6, M6-FD7,
M6-FD10, M6FD16,Kontrol I, PCRKontrol II).

«ekil 18. Amplifikasyonun doeru ger,ekle,tiei bir jel g...rfntfsf. (S€ras@®ER Kontro)
Kontrol I, M2-FD6, M6-FD6, M6-FD7).
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Klonlama a,amas€na ge,meden ..fncernek se,ildi ve doudan dizinleme
yap€ld€ (Sekil )97ok fazla farkl€ DNA bulunmas€ ve primerlerin bu DNA%olar€n hepsini
,0*alt€p dizinlemesi sebebiylelektroforegrarda kar€,€k bir dizin g...rfntfsf elde edildi.
Dizinleme sonu,lar€n€n doeru olmayaca<€ belirlendi. B...ylece dosrudan dizimeme

gfvenilir sonu,lar vermeyecesi, bu nedenle klonlamaya mutlaka ihtiya, oldusu g...rfldf.

«ekil 19. Amplifikasyon frfnlerinden klonlama yap€lmadan ...ncE6...rnesinin
safla,t€rma sonras€ dizinlenmesi.

Her ...rnek i,in PCR frfnlerinin klonlamas€ s&daslu,an kolonilerden 5 adet
se,ildi. Baz€ ...rneklerde koloni olu,umunun zay£€fl€«€ seb@bB/leloni al€nabildi.
cerfnlerin vekt...re doeru baslan€p baslanmad€+«€n€n tespiti, amplifikasyon sonunda jel
elektrofaezi ile analiz edildi (Sekil 2P Géruntide201 baz ,iftlik klonlama par,as€n€n

aras€na yerle, e 7baz ciftlik PCR 6rneklerim, sahip oldueu a€rl€ktan (348z cifti)



dolay€, Psile olu,turulanmarker®&sverdisi 339 baz ,iftlik bant€rbiraz lizerinde bant

vermi, olmas€ beklendBu as€rl€ktakbDNA bant€En€n d€ Ergtaililen her bant istenmeyen
frfndf. —rneein; Pstl standart€n®d® 240baz ,ifti aras€nda g...rflen bantlar, k€sa
eklenmeyi;150 200baz ,ifti aras€ g...rflen bantlar eklenmenin hi, ger,ekle,medieini
gosterdiMarker%o.@m alt bant€ ola®7 baz ,iftinin de alt€nda g...rflenler ise sadece primer

dimerlerdi.

339

20C

«ekil 20. Klonlamadan sonra ger,ekle,tirilen amplifikasyonda vekt...re doeru baslanan ve
baslanmayan frfnlerin tespit edildipl gérintusa.

Klonlamasonunda vekt...re doeru basland€+€ belirlenen frfnlerde safla,t€rma
yap€ld€. Her ...rnekten se,ilen be, koloninin ,oalt€l€p jelde yfrftflmesi sonucunda, doeru
eklenme olmayan frfnler safla,t€r€lmad€. Diserlerinde ise safla,t€rmadan sonra her ...rnek

icin 3-5 kdoni dizinlendi (Sekil 21.
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eekil 21. Klonlama yap€Im€, MBD6 amplifikasyon trinintn elde edilen kolonilerinden
birinin dizinlenmesi.

Klonlamada M13 primerleri ile ,0ealt€lan b...Igenin dizini hem vekt...re, hem de
istenen PCR Uruindne aitti. Vektorins&aa yerle, tirilmi, olan PCR frfnfnfn ba,langg€,
ve biti, noktalar€n€n doeru belirlenebilmesi i,in dizinler ...ncelikle Chromas program€ ile
analiz edilerek veriler fzerinde i,Jlem yap€ld€. Vekt...rfn dizin haritas€ kullan€larak (Ek 2)
PCR frfnfnfn yer ald€«€lpenin d€,€nda kalan k€s€mlar i,aretlenerek ,€kar€ld€ ve dizin

BioEdit program€ ile anabzhaz€r hale getirildi (Sekil 22

eekil 2 2. M6-FD6 ...rnecine ait bir koloni dizininin Chromas programg ile i,lenmesi.



Tfm ...rneklere ait dizinler kar,£€la,t€rmallo@naliz edildi ve ayn€ ...rneee ait
dizinler aras€nda g...rflen farkl€l€klar, kontaminasyon veya DNA hasar€ a,€s€ndan
deserlendirildi. e, ...rnese ait be,er dizinin birbiriyle ve Cambridge diziniyle BioEdit

program€ kullatgak kar,€la,t€r€imas€ Seki] 28ve S%ote g...rfImektedir.

eekil 23. M2FD3 numaral€ ...rneein mtDNA analizinden elde edilen dizinlerin, BioEdit
program<€ kullan€larak, birbiriyle ve Cambridge diziniyle kar,€la,t€r€lmasg.
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eekil 24. M2FD7 numaral€ ...rne«in mtDNA analizinden elde edilanlerin, BioEdit
program<€ kullan€larak, birbiriyle ve Cambridge diziniyle kar,€la,t€r€lmasg.

eekil 25. M6FD5 numaral€ ...rnesin mtDNA analizinden elde edilen dizinlerin, BioEdit
program€ kullan€larak, birbiriyle ve Cambridge diziniyle kar,€la,&&&Im
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tncelenen kemik ...rneklerine gzotasyon ve amplifikasyon ba,ar€s€, dizinlenen
koloni say€s€ ve dizin sonu,lar€nda g...rflen farklTEldar2%.de verilmi,tir.

Tablo 2. Tncelenen kemik ...rneklerine g...re izolasyon ve amplifikasyon ba,ar€s€, dizinlenen
koloni say€s€ ve dizin sonu,lar€nda g...rflen farkl€l€klar.

. o Dizinlenen
Om?\lk Kod €zolas_y_on Amplifikasyon Koloni Cambridge Referans Dizininden Farkl, |,k
o] Tespiti Batar,s,
Say, s,
M2-ED-1 + + 4 3 dizin:16172C
1 dizin:16172C+ 16223T
M2-FD-2 + + 5 3 dizin: 16256T
2 dizin: 16204C
2 dizin:16193T
M2-FD-3 + + 5 1 dizin: 16155G+6193T+ 16213A
1dizin:16193T+ 16245T
1 dizin: CRS
M2-FD-4 + + 4 3 dizin:16223T
1 dizin: 16209C
M2-FD-5 - + 1 16227G+ 16261T
1 dizin:16256T
M2-FD-6 + + 3 1 dizin: 16172C 46256T

1 dizin: 16227G 46256T

2 dizin: 16242T
M2-ED-7 + + 5 1 dizin: 16172C + 16208T
1 dizin: 16155G + 16208T
1 dizin: 16208T

1 dizin: 16189C
M2-FD-8 + + 4 1 dizin: 16204C
1 dizin: 16213A+ 16236T
1 dizin: 16236T

M2-ED-9 + + 4 2 dizin:16193T
2 dizin:16193T+ 16245T

3 dizin:16256T
M2-FD-10 + + 5 1 dizin: 1625 T + 16261T
1 dizin: 16172C

2 dizin: 16176T
M2-ED-11 + + 5 1 dizin: 16162G + 16197T
1 dizin: 16162G + 16257T
1 dizin: 16162G

M2-FD-12 - - - -
2 dizin:16225T
M2-ED-13 + + 5 1 d!z!n: 16183G 416225T
1 dizin:16225T+ 16256T
1 dizin: 16223
3 dizin:16172C
M2-FD-14 + + 5 1 dizin: 16172C+ 16223T

1 dizin:16172C+ 16261T

2 dizin: 16205T + 16236T
M2-FD-15 + + 5 1 dizin: 16205T
1 dizin: 16193T
1 dizin: 16256T

1 dizin: 16155G
M2-FD-16 + + 5 2 dizn: 16204C
1 dizin: 16245T
1 dizin: CRS




M2-FD-17

2 dizin:
1 dizin:
2 dizin:

16223T
16223T+ 16242T
16172C

M2-FD-18

1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:

16223T
16176T + 16223T
16176T

M2-FD-19

1 dizin:
1 dizin:
2 dizin:
1 dizin:

16183G+ 16204C + 16261T

16183G+ 16204C
16183G
CRS

M2-FD-20

1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:

16245A
16155G
16155G + 16242T
16242T

M6-FD-1

2 dizin:
1 dizin:

16162G
16162G+ 16245T

M6-FD-2

M6-FD-3

1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:

16155G + 16213A
16223T

1625

CRS

M6-FD-4

M6-FD-5

2 dizin:
1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:

16218T
16172C
16188T
16244A

M6-FD-6

1dizin:
2 dizin:
1 dizin:

CRS
16189C
16189C+ 16261T

M6-FD-7

1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:

16173T
16193T + 16227G
16227G

M6-FD-8

3 dizin:
1 dizin:
1 dizin:

16172C
16172C+ 16205T
16172C+ 16242T

M6-FD-9

M6-FD-10

2 dizin:
2 dizin:
1 dizin:

16225T
16162G
16162G + 16225T

M6-FD-11

M6-FD-12

2 dizin:
1 dizin:
1dizin:

16162G
16162G+ 16237T
16162G+ 16245T

M6-FD-13

2 dizin:
2 dizin:
1 dizin:

16189C
16261T
16189C+ 16245T

M6-FD-14

2 dizin:
2 dizin:
1 dizin:

16223T
16172C
16172C + 16205T

M6-FD-15

1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:
1 dizin:

16208T

16208T + 16256T
16256T

1628T

1 dizin CRS

M6-FD-16

2 dizin:
1 dizin:
1 dizin:

16172C
16172C+ 16155G
16172C+ 16256T

M6-FD-17

1 dizin:
1 dizin:

16223T 1 dizinl6189C
16189C+ 16261T
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BOLUM 5

TARTI-MA

tskelet kal€nt€lad@ molekiler genetik analizléemelde ayn€eya benzer
teknikler i,erse de, antropoloji ve adli bilimlerde zaman bak€m€ndan farkl€l€klar
ta,€maktad€r. —rneein; tarih ...ncesi toplumlara ait iskelet kal€nt€lar€ bin, iki bin veya f, bin
y€lI€k iken; adli olgularda incelenen kemik veya di, ...rneklexiyd€n tarihlidir. Bu
sebeple biyoarkeolojik kal€nt€lar€n tan€mlanmas€nda ,ok eski, eski, tarihi ...rnek gibi
ifadeler kar€,abilir. Sivilich (2005), 1800%olf y€llar€n ortalar€ndan eldeeslikberle
yapt€«€ ,al€, mada, iki yHEIIEK ...rnekler i,in StafkiDNA terimini kullanmay€ tercih
ettieini belirtmi,tir.

Tfrkiye%ode son on y€l i,inadli bilimlerdeinsan kemik veya di, ...rneklerinden
DNA elde edilebilmekte ve bircodlgunun ,...zfmfnde kullan€lmaktad€r (Altun,ul, 2001).
—rneein; Giresun%o.da bir annekayboldueu olguda Kk...yfn yak€nlar€nda bulunan iskelet
kal€nt€lar€n€n anneye ait oldueunun iddia edilmesi, ancak k€z€n€n bunu redelétmesi fz
kemiklerden yap€lan hem ,ekirdBNA%.d€&m de mtDNA analizleriyle kay€p ki,inin
iddia edilen anne oldueu belinteni,tir (Altun,ul et al.,2003).Ancak dgular€n her zaman
ba,ar€yla...zf mlenemedisgdahil etme olas€l€«€n€n yfkseltiimesinin istendisi, farkl€
kurumlar taraf€ndan farkl€ y...ntemlerle tekrarlanmak zdwi€dd€+€ da bildirilmi,tir
(Ozcanet al.,2006, Kdfoglou et al.,2007).

Tfrkiye%ode tarih ...ncesi toplumlaiakeaiet kal€nt€lanflan DNA analizi
al€, malar€ dha,lat€Elm€€r. VanYoncatepe arkeolojik b...lgesindeki kaz€larla elde edilmi,

iskelet kal€nt€lar€ndaA-DQAL geni tiplenmi,tir (T, caet al.,2007).Gfral%.€n (2007)
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bildirdisine g...re; Kapadokya A,EKIE H...yfk%ote akdeniz anemisini ara,t€rmak i,in insan
iskeletlerinden DNA ...rnekleri alEnmg€,, kontaminasyon sebebiyle sonu, elde edilememi,;
Konya “atalh...yfk%ote ise akrabal€k ili,kilerini ara,t€rmaknafizler yap€Im€,, ancak

sonu, alEnamamé€,t€r. Burdur Aelasun%o.daki Sagalassos%i@0Yde€lar€Enda 24

iskeletin kemik ve di, ...rneklerinde mtDNA analizi yap€lm<€,,, akrabal€k ili,kisi ve Avrupa

ile filogenetik yak€nl€k ara, t€r€lm€ t€r. Hatay Amik odakE€Tet Kurdu kaz€lar€nda 14

bireyin cinsiyetinin yan€nda HVR1 analizi yap€lm<€,, akrabal€k baslar€ nedeniyle az say€da
haplotip tespit edildi«i ifade edilmi,tir (MekeBobrovandLahn 2004).

"al€,madaDemir "a*€%ona ait Varioncatepe bolgesindekikeolgik kaz€larda iki
farkl€ oda mezardan ,€kar€lm€, kemiklerin ait oldueu bireylerin olas€ akrabal€k ili,kilerini
genetik analizlerle belirlemek \mi arkeolojik toplumursosyokfItfrel yap€s€ia €,€k
tutmak ama,land€.

Yoncatepe (Urartu Medeniyeti, M.O. a@® 750/700) arkeolojik &z€ alan€ndaki
mezar odas€ndan Bisan femur kemiei par,as€, Adli TE€p Enstitfsf ve Uluslar aras€ Adli
Bilimler Merkezi Laboratuvarlar€%.nda mtDNA HY&143 16294baz ,ifti aras€ b...Ilge

a,€s€ndaanaliz edildi

Yoncatepe Materyali

Van kentinin 9 km gfneydoeusunda, Yukar€ B&k K...yf s€n€rlar€ iinde yer alan
Yoncatepe%.d895 y€l€nda "Dosu Anadolu B...lgesi'nde Urartu Baraj ve Sulama Sisteminin
Ara,t€r€lmas@mace€ylger.ekle,tirilen yfzey ara,t€rmas€ s€ras€nda arkeolojik ka&€ alan
tespit edilmi,, nekropolde bulunan alt€ mezar odas€nda farkl€ say€larda iskelet kal€nt€lar€na

ula,€Im€ t€r (Belli, 1996).
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Arkeolojik kaz€ ,al€,malar€nda tespit edilen ...rneklerin, yap€labile€ek olas
molekfler genetik ,al€,malar g...z ...nfnde bulundurtdptakmas€ ve saklanmas€
oldukca dnemlidirAncak bir,ok durumda ,e, itli sebeplerle bu mfmkfn olamad€«€ndan,
...rekler henfz toplanma a,amas€nda ya da topland€ktan sonra bir arada tutularak
bilin,sizce kontamine edilmekte, kaz€ alan€nda doerudan gf negr€fnmaruz
b€rak€larak a,€r€ s€cakta kalmakta, ula,t€r€ld€klar€ inceleme birimlerinde doeru
saklanamamaktad€r. Ancak baz€ ,al€,malarda ...rneklerin derin dondurucularda saklanarak
korunmas€ veya molekfler genetik analizlerin kaz€dan sonra hemen ba, lgii€imas€
uygulamalar€n ba,ar€l€ sonu,lar verdisi g...rglghweitzer ve ara,t€r€c€lar€n€n (2008)
yapt€«€ ,al€, mada, kemikler kat&rErman uzakla, t€r€lmas€n€ takiben yirmishatricinde
> 20°C%oye konulmu,tur. Bu saklama ko,ullar€énda DNA%.n€n korundar€l€lamaliz
sonu,lar€ndan anla,€lmaktad€r (Hummel, 2003). Pruvost ve meslekta,lar€ (2007) ise y
kaz€larakl@nm€, kemiklerle ger,ekle,tirdikleri ,al€, mada kat dahafazla 6zgun DNA
elde ettiklerini belirtmi,lerdir Nielsen ve Thugen (1998) de kaaéan€énda DNA
izolasyonunu tamamlad€klar€nda daha ba,ar€l€ sonu,lar elde ettiklerini bildirmektedir.
Yoncatepe kemik érneklelou bak€mdan deeerlendirilirsE9%%ote ba,lat€lan kaz€larla
£kar€ld€«€, daha sohfanfnfn bir arada oda s€cakl€+€nda tutuldekttibnelidir. Bu
durumun kontaminasyon ve DNA korunmag&€ndan ,al€ ada olumsuz etkisi oldueu
soylenebiir.

Arkeolojik kaz€larda g...rev alanlar, toplayacaklar€ ve/veya saklayacaklar€
...rneklerde molekfler genetik analizler yap€lma olas€l€+€n€a tArk&IEHEr. Ayr€ca
arkeologlar kurduklar€ hipotezlerde bu analizlerin kendilerine daha net ve ayré€nt€I€ veri

saslayacas€ konusunda bilgi sahibi olmal€, bunu talep etme hakk€n€ kullanmal€d€r. Bir
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,al€,mada, 28. Uluslaaras&az€, Argt€rma ve Arkeometrignpozyumu%o(20 May€s 2

Haziran 2006Canakkalgkat€lan yirmi dokukaz€ bgan€ vesorumlusunanket

uygulanmg€,; kat€l€mceE€lar€n %86%.s€ kaz€larEnda DNA analizi yap€lmad€«€n€, %4%.f yasay:
ayk€r€ oldueu i,in analiz yap€lmas€n€ istemedieini bildirmi,tikefircevaplayanlar€n

%56%0s€ analizlerin nas€l yap€ld€«€ konusunda bilgili olmad€«En€, %52%o0si ise DNA analizleri
ve arkeolojide DNA%on€n rolf ile ilgili yay€nlar€ takip etmedisini belirtmi,tir. Ancak hepsi,
arkeolojide DNA analizleri hakk€nda bilgi sahibmek istedieini de ifade etmi,tir (Gfral,

2007).

Tklim ve s€cakl€+€n, arkeolojik kemiklerin hem fiziksel hem de molekfler
korunmas€nda etkili oldueu bilinir. Yoncatepe kaz€ alan€ndan elde edilen kemikler bu
a,€dan dee<erlendirildieindeytizeylerinde purizeya yap€sal bozukluk bulunmann&se
kemiklerin iklim ve hava ,artlar€na kar,€ dayan€kI€ oldwgunsierdiei ifade edilmektedir
(Mergen, 2006)Gerek ayn€ materyal ile daha ...nce yap€lan ara,t€rmalast(dl,can
2007), gerekse bu ,al€,ma, Van ikliminierkiklerdeki DNA korunmas€nda da olumlu
etkileri oldueunu df,fndfrmektedir. B...Igede g...rfdesskiklim, k€, lar€n so-uke kar
yas€ |€, yazlar€n is€cak v&urak ge,mesine sebep olur. YEII€k ortalama s€cakl€k ise,
Devlet Meteoroloji T,leri Genel MfdfHf verilerine g...re80°C aras€ndad€r. DNA%on€n
soeuk ve kuru ortam ko,ullar€nda daha iyi sakland€s€ e, itli ara,t€rmac€lar taraf€ndan da
belirtilmi,tir. Hossve meslekta,lar€Ll996) soeuk ortamlardan veya buzdan toplanan
orneklerde DNA hasar€n€n az oldiusWayne ve meslekta,lafE999) DNA%.n€n sosuk ve
kuru ortam ko,ullar€nda en iyi ,ekilderkmdueuny biyokimyasal ,al€,malarla bu sfrenin
100.000 y€ldan fazla olmad€+€n€ beliknaly. Ricautve meslekta,larfa 2005) gore,

soeuk ve kurak iklim ,artla€ma DNA daha iyi saklanmaktad€r. Bollongino ve



meslekta,lar€ (2008), tarih ...ncesine ait s€«€r kemiklerinden mtDNA analizi ,al€,malar€nda;
Tfrkiye%oden de ...rnekler incelemi,lerdir. Kendi s€n€fland€rmalar€yla, Yak€n Doeu grubu
icinde Catalhdyik (Konya, Cumja“ay...nf (Diyarbak€r, Ergani), Fikirtepe (tstanbul,
Kad€k...y) ve Mezrdaleilat Ganl€urfa, Birecik)GuneyDoeu Avrupagrubu icinde ise
Bulgaristan, Macaristan, Romanya, Slovenya ve Slovakya ile biflijteye%.den
A, as€p€nar (K€rklareli) ve Hgegme (Edirne, Enez) alanlar€ndan elde edilen materyal
kullanm€, lard€r. Ara,t€rmac€larpbulgelerden ald€klar€ toplam yirmi f, ...rnekten sadece
dordf nde tekrarlanabilir DNA sonu,lar€ elde ettiklerini, ,al€,mada incelenen 291 ...rnekte
bu oran€n %46 oldueunu bildi,lerdir. Veriler, DNA korunmas€n€n Orta Avrupa%o.dan
(%67) Yak€n Dosu%offd7) doeru df ,tfefnf yiksek s€cakl€k ve nemial€,maya dahil
edilen Yak€n Doeu grubuiadti ...rneklerde daha h€zI€ diyageselzep oldusunu
gostermektediBollongino ve meslekta,|& (2008), bu ,al€, malar€nstzeuk, kuru,
karanl€k, anaerob ve biraz alkali ortamlarda en iyi DNA koag€n€n sasland€+-€n€ ifade
etmi,lerdir.

tklim ve s€cakl€k d€,€nda, kemiklerin g...mfIf bulundueu alan€n denizden
yfkseklisinin DNA eldesinde ...nemli oldusijksek alanlarda bulunan kemiklerde,
DNA%on€n da iyi korundueu bildirilmi,tir (Smithet al.,2001).Yoncatepe2.051 metre
yfkselti ile ,imdiye kadafl frkiye%onin en yfksek rak€mI€ kaz€ alan€d€r (Belli, 1996).
"al€,ma bulgular€ndan anla,€laca<€ fzerec¥tmpe kemiklerindeki DNA korunmas€nda

bu faktoriin de olumletkisi oldueu df ,f nflmektedir.

Kemiklerin Haz,rlamas,,

Kaz€ s€ras€nda DNA analizi i,in ...rnek almak, kaz€ stratejisinin bir par,as€ olarak
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goralmelidir (Nielsen and Thuesen, 1998nekler, yapfcak her tfrlf inceleme i,in kaz€
sonras€nda temizlenmeli, fzerindeki topraktan ar€End€r€lns€@Erneklerini
incelemeye haz€rlamak i,in su veya kimyasalddelerleyg€kama gibbircok yontem
kullan€lmaktad€r (Renniekal.,2005).Ancak bunlar keise zarar verebilir, ...zellikle
molekfler ,al€, malard kontaminasyona neden olabilir. Bu sebeplecgolog ve
patologlar hangi kemik haz€rlama tekniklerinin genetik analizleri olumsuz etkileyebilece«i
konusundailgi sahibi olmal€d€r. Yoncatepe iskeld€ktElar€, kaz€ sonras€nda muhafaza
edildikleri T.ce. Adli TEp Enstitfsf Osteoloji Laboratuvar€%.nda antropologlar ve arkeologlar
taraf€ndan di, f€r,as€ ve yumu,ak f€r,a ile yfzeylerindeki topraktan temizlenerek
antropometrik ...l,f mlere haz€rlanm&€,t€r. Buaga herhangi bir y€kama yap€lmame€, t€r
(Mergen, 2006). B...ylece ...rneklerde var olan DNA%.n€n daha fazla kontamine olmas€n€n
...nlendisi, molekfler genetik ,al€, malara katk€ sasland€«€ df,fnfImektedir.

“al€,mada DNA analizi i,in Yoncatepe nekropolfnfn iki ooeezar€ndan (M2 ve
M6) elde edilen ve ,e,itli sebeplerle ...I,f m yap€lamayan femur ...rnekleri se,ilmi,tir. Ya,
ve boy tahmini ile cinsiyet tayini i,in yap€lan antropometrik ...l,f mlerde, her kemik tek bir
ki,i olarak ele alEnmé€, t€r. “f nigda mezarlarda kemikl&ar€, €k halde bulundueu i,in
ayn€ bireye ait hem fst ve alt ekstremite hem de sae ve sol kemikleri hdlotekEs€yla
her bireyin tam iskeletini olu,turmak f mkfn olmam€,t€r. Bununla birlikte baz€ kemik
...I,fmlerinde sae ve sol kemiein ayn€ milimetre dé=e vermesine basl€ olarak tek bir
ki,iye ait oldueu da s...ylenebilmi,tir (Mergen, 200BrkI€ kemiklerin ayn€ DNA profilini
gfvenilirlikle g...stermesi, ayn€ ki,iye ait oldusunu belirleyecektir. Bu gfvenilirlik, ,ok
say€da ...rnekte her tfrlf analizinlygs€ ile saslanabilir.

Eldeki iskelet kalEnt€lar€Endan femurlar€n se,ilmesinin nedeni; DNA eldesinde daha



fazla ba,ar€ saslad€+€n€n ve s€k€ dokudan ...rnek al€nd€+€ durumda kontaminasyonun en az:
indirgendisinin bilinmesidir. "ok say€da ara,t€rmac€, ferteujal€, m€, t€fTuross, 1994;

Cipollaroet al.,1998; Renniclet al.,2005; Gilbertet al.,2005; Opekt al.,2006;

Fondevillaet al.,2008. Nelson ve Melton (2007yfz onalté@skelet ...rneeinde femur,

tibia, fibula, humerus, pelvis gibi farkl€ kemiklerdDNA profili elde etmede en fazla

ba,ari€n (%92) femurda sasland€+€ bildirmi,tir. "al€,mada kemiklerin kompakt k€s€mdan

par,a al€narak analize ba,lanm€88k€ dokuda daha fazla kemik hfcresi oldueundan,

fstelik bu k€s€suingerimsi doku gibi kontamiegona a,€k olmad€«End@\A analizinde

ba,ar€ saslaryang et al., 198, von WurmbSchwarket al.,2003.

Kemik par,alar€n€n haz€rlanmas€ s€ras€nda, farkl€ kal€nl€klar ve sertlikler
g...zlenmi,tirkimi kemikler kolayca el ile kE€r€l€p ufalan€rken, kimiterok sert oldueu
ve zor kesilebildii g...zlenmi,tiHedges%oe (2002) g...re, kemiklerin sertlik delDé¢Asi
eldesiyleilgilidir. “al€,man€n sonu,lar€, bunu doerulamaktad€r. Kolay k€r€labilen
kemiklerden DNA eldesinde sorunlar g...rflmf,, daha sert ...reeséebad, ar€yla DNA
izole edilebilmi,tir.

DNA izolasyonuan 6nce, drneklerin ylizey kontaminasymmnu giderilerek
(dekontaminasyon), mekanik veya kimyasal yollarla par,alanmas€ gerekir. Kemik
...rneklerinin yfzey kontaminasyonunun giderilmesi amac€yk&sth€kaz€mas€ en s€k
uygulanan y...ntemdir. Bunun d€,€nda kontaminant DNA%.n€n kimyasal yEkEmME, yfzeyin UV
€,€+€na maruz b€rak€lmas€ veya y...ntemlerin kombinasyonu da dekontaminasyon amac€yla
kullan€lmaktad€watt (2005), yfz alt€ aDNA yay€En€n€ inceladisjt€Ermas€nda
dekontaminasyon i,in %18 oran€nda fiziksel y...ntem ve hipokloritin kullan€ld€+€n€, yine

ayn€ oranda (%18) fiziksel y...ntem ve UV ile dekontaminasyon yap€ld€+€n€, %16 oran€nda
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da f,fnfn birlikte (fiziksel y...ntem, hipoklorit ve UV) uyguland&e&ghit etmi,tir. Kemp
ve Smitheoe (2005) g...re, analiz edilecek ...rnek, d€, kEsm€n€n kaz€Enmas€ndan sonra sodyur
hipokloritte tutulur ve UV%oye b€rak€l€r. Opel ve meslekta,lar€ (2006), kemik ...rneklerini
...nce zEmparalam€,,, ard€ndan %5 ,ama,£r suyu ile f&rjadane® distile su ve %95
etanol ile y€kayarak analize haz€rlam£€, |afdérik veya di, ...rneeini %6 sodyum
hipokloritte 15 dakika bekletmek ylzey kontaminasyonunu gidermede yeterli, pratik ve az
maliyetlidir (KempandSmith,2005; Dissinget al.,2008). AncakRennickve
meslekta,lar€En (2005ara, t€rmaséry...re ,ama,€r suyu ile temizlenen kemik
...rneklerinden DNA eldesinde, su ve deterjan/karbonat ile temizlenmi, olanlara g...re
istatistiksel olarak ...nemli bir azalma g...rfIm fGifoert ve meslekta,lar@005),
...rnekleri klorite bat€rman€n bula,m€, DNA%.y€ degrade etmedisini belirtriigierdir.
...rneklerinin y€Ekanmad€+€, ancaklkgz€ilarak al€i€«€ bir ,al€, mada ise y€kanmg€, lara g...re
iki kat daha fazla 6zgiin DNA elalilmi,tir (Pruvostet al.,2007).Bu ,al€, mada kemik
...rneklerinin d€, yfzeyi kaz€nd€ktan sonra, hipoklorit ile y€kama veya silme uygulanmam€,,
...rneklerin her iki yfzeyi doerudan 5%cer dakika UV%ode tutulmu,.tur.

tskelet ...rnekleiNA izolasyorundan 6nc&imyasallar€n yfzey alan€yla yeterince
etki etmesini saslamak i,in, fiziksel olarak par,alanmal€d€emikler, bir ...sftfcf,
desirmen, havanveya cekigyardEm€ylez haline getirilir.Ornekleritoz haline getirme
s€ras€nda modern DNA ile kontaminasyonun yaygéu bilinir (O%.Rourket al.,2000).
Bu sebeple ,al€,mada yfzey kontaminasyonu giderilip UV%ye maruz b€rak€lm€, kemik
...rnekleri; ayr€ plastik po,etler i,inde, ikinci bir po,etle birlikte folyoya sar€l€ halde ,eki,
ile k€r€larak toz haline getirilmi,, paketlerin her biri ayr€ folyo kaegd€nm€, alanda ayr€

eldiven ve maskelerle dikkatle a,€larak, UV%o.de b€rak€lmE€, tfpler i,ine alEnm&€, t€r.
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DNA €zolasyon YSntemi

“al€,mada kemikten DNA izolasyonundbér,ok y...ntem var olmas€na rasmen,
daha saf, temiz ve yoeun DNA verdiei i,in silika temepurifikasyonkiti kullan€lm&€_t€r.
Yang ve meslekta,lar€ (1998nbltkloroform ekstraksiyonu ve bir ,e, it silika temelli
safla,t€rma kitinin farkl€ kommasyonlar€n€n kar,€la,t€r€imas€ amac€yla ger,ekle,tirdikleri
,al€, madaproteinaz K par,alamas€ndaanra tek ba,€ralika kolon purifikasyonu
kullan€m€n€fgnolkloroform ekstraksiyonuna gore daha iyi sonucladiseg...stermi,tir.
Rohland ve Hofreite2007),farkl€ izolasyon y...ntemlerini k&g, t€rmal€ olarak incelemi,,
otuz iki 6rnekten yirmi sekinde silika y...ntemi ile ba,ar€l€ sonu, ald€«€n€ belirtmi,tir.
Yoncatepe kemiklerinin DNA izolasyonunda da silika temelli izolasyon yontemi
uygulanmé€, t€r.

"ok say€da ara,t€rmadfika jel temelli DNA izolasyonkiti ile EDTA
dekalsifikasyonunubirlikte uygulamakta ve ba,ar€ saslamaktag@noandPoinar, 1993;
Tuross, 1994; Zierdtt al.,1996; Kringset al.,1997; Yanget al.,1998 Bouwmanet al.,
2006. Bu ,al€,mada da silika temelli izolasyon ...ncesinde, EDTA dekalsifikasyonu
yap€lmé€, t€r. Kalsifiyermoku olan kemiklerde, daha iyi sonu¢ almak icin kalsiyumun
uzakla,t€r€lmas€ gerektiei tart€, mal€d€r. Baz€ ara,t€r€c€lar dekalsifikasyonu gereksiz
bulmakta (Fisher, 1993), baz€lar€ ise bu a,ama tamamlanmad€«€ takdirde sonu, alamad€+«€n€
belirtmektedir (Sivlich, 2005). Ancak s€kl€kla dekalsifikasyon uygulanmg@itsnmel
andHerrmann, 1991; Tuross, 1994; O%.Roefrké,1996; Imaizumet al.,2002) ve em
nikleer hem de mtDNA tiplemesindelirgin birba,ar€ saslad€+€ ifade edilmektedir
(Imaizumiet al.,2005). EDTA, Mg*? ve Cd? gibi bivalent katyonlar€ kelatla,t€rarak

DNAz%olar€ inaktifle, tiricoreille ve meslekta,lar€ (200EPTA yE€kamalar€Enda DNA
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kayb€ oldueu tart€, malar€na bunun s...z konusu olmad€+€ cevab€n€ vermekte ve her zaman
gfvenle kullan€labileeini belirtmektedir. Yoncatepe kemikleri de dekalsifikasyona tabi
tutulmu,, izolasyon ,...zeltisi EDTA ile haz€rlanarak kullan€Im€, t€r.

DNA izolasyonunda silika kolonlardan ge,irme a,amas€na kadar izolatlar€n
rengindefarkl€l€klar tespit edilmi,tiBu rerk farkl€l€«€ndnpraktan geldiei bilinmektedir
(Imaizumiet al.,2005).tzolatlardakienklenme ile her zaman deeil ama s€kIEKIR
inhibitdrlennin varl€«&elirlenebilir, renk genellikle hafif sar€ms€ veya kErm€zE€msE€
kahverengi olur (Kempt al.,2006)

Modern DNA ile kontaminasyona en a,€k olan, ...rnek haz€rlama ve DNA
izolasyonu a,amalar€nda; kontaminasyon olmad€«€ndan emin olunmas€, al€nan veya
al€nacak sonu,lar€n gfvenilir olmas€ gerekir. Bu selzefpdsyon s€ras€nda tfm
i,lemlerden ge,irilen, anak DNA icermeyerkontrol ...rnekler kullan€Im€,t€r. tzolatlar€n
agaroz jel elektroforezinden sonra goruintilenmesinde, bu kontrdianddulunmamas€
izolasyon s€ras€nda herhangi bit&mmnasyonun olmad€«€n€tgrns,tir. Analiz
s€ras€nda ...rnek i,ermel@mntrollerin kullan€imas&@DNA'n€n gfvenilirliehin veya
ger,ek/...zgfn olma ...zetin belirlenmesi icin 6nerilen kriterlerden biridPaabcet al.,
2004).

tncelenen otuz yetrolat, agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildisinde baz€
orneklerde bang...rflmemesi, izolasyonun ba,ar€s€z oldusunu veya DNA%on€n olmad€«En€
df,.fndfrmektedir. Ancak bu ...rneklerden ikisi{ND5 ve M6FD7 izolatlar€) bant
vermemi, olmas€na rasmen, amid#syonda sonu, vermi,tirBu durum, érneklerde var
olan DNA%on€n az mik@mmmas€ sebebiyle kimi zaman agaroz jel ile tespit

edilemeyecerini g...stermektedir (Sambrao#Russel] 2001).
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Amplifikasyonda Karft,lat,lan Sorunlar

Ge,mi,e ait DNA ,al€,malar€ndaghlang€,taki ...rnekiktar€n€tespit edilmesi
,0*altma stratejilerininbelirlenmesiad€na yararl€ olabi(ildandtet al.,1996; Swanget
al.,2006).Ancak Chilvers ve meslekta,|af@08),ba,lang€,taki ...rnek miktar€n€, ...zgfn
aDNA oldueunun garantisini vermedisi i,in Realime PCR ile dlgmeyi tercih
etmediklerini belirtmi,ledir. Bu ,al€,mada da ba,lang€, miktar€n€n tespiti yap€lmadan
ara,t€rmalar ba,lat€lm€,t€r. Ancak izolatlar€n agaroz jel elektroforezinde yfrftflmesi, baz€
istisnalar hari,, genel bir fikir vermi,tir.

Y fksek polimorfizminden dolay€ mtDNA%dle€ndesi,ken bolgesi(HVR), aDNA
,al€,malar€ i,in uygundur (Hummel, 2003). HVRIG024 16365 341 baz ciftiHVRII
(73 340 ise 267 baz ,ifti uzunlueundad<€r ve bu iki uzun b...Igenin ,oealt€lmas€, aDNA
,al€, malar€nda bir veya iki amplifikasyonla saslanamaz. Ayr€ca dideek sonu,lar€n
birbiriyle kar,€la,t€r€larak doerulanabilir olmas€ gerekir. Bu iki ...nemli sebeple, belirlenen
bdlge icindelst (ste ,ak€,an par,alar olu,turulyiKrings et al.,1997; Imaizumket al.,

2005; Bouwmaret al.,2006, 2007, 2008; Dissirgg al, 2007; Gacet al.,2007). Bu
parcalardan biri delVRI icinde 147 baz ciftlik 16143 16294 k€s€md€r. Bu b...lge, daha
...nce diser ara,t€rmac€lar (Bouwsetaal.,2006, 2008; Chilverst al.,2008) taraf€ndan da
al€,€ImE€, bir kEs€m oldueundan gfvenle tedilmi,tir (Ek 1).

Amplifikasyon frfnleri agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildisinde incelenen 37
...reein tfmfnde bu b...Igenin ba,ar€l€ aragliikunun saslanamad€«€ g...rplIkA
degradasyonundan dolay€ meydana gelen k€sa par,alar€n, ,apré&nbaeigurdueu
Maillard frfnlerinin veya dieer inhibit...rlerin PCR%0€ engellemi, olmas€ muhtemeldir.

Paabd1989)140 baz ciftimlen daha uzun parcalarda difi@syonun ba,ar€s€z oldusunu;
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O%oRourke ve meslekta,lar€ (2000g&e, DNA'n€N eldesi ve ampliikyonuun 300

500 baz ,iftinden az uzunluktaki ...rneklerde mfmkfn olduletutmi,lerdir. “al€, mada
ba,ar€yla ,oeald€«€ g...zlemduz iki ...rnekteki DNA%on€n kontaminasyon desil, ...zgfn
DNA oldueunun kesin olarak belirlenmesi bu noktada mfmkfn deeildir.ddeeden
a,amalarda, ...zellikle klonlama sonucunda elde edilen kolonilerin dizinlenmesi, bu
durumun yorumlanmas€nda yard€mc€ olmu,tur.

Amplifikasyon urinlerinirelektroforezi sonunda UV ile gorintllenen agaroz jelde
mavi floresans g...rflmftfr. Bir,ok arap@c€ ayn€ g...zlemde bulunmu,, bunun nedeninin
nikleik asiteri baslayan Maillard frfnleri ve humik asit, fulvik agibi diser bile,ikler
oldueunu belirtmi, tir (Paabo, 1989; Tuross, 1994; Harhal.,1995; Kalmaret al.,2000;
KolmanandTuross, 2000).

“al€,mada amplifikasyon frfnlerinin elektroforezinde her zaman praimeerlerin
olu,tueu g...zlenmi,tirGe,mi,e ait DNA ,al€,malar€nddedef ...rnesin miktar€ df,fk
oldueu zaman, ...zellikle yfksek primer konsantrasyonlajésadtana s€ras€nda primerler
hedef d€,énolekfllere yanl€, baslanabilie elektroforezde a,€r€ printtmer meydana
gelir. Bir,0k ara,t€rmda primerdimer varl€+€ bildirilmi,tir Gerstenbergest al.,1999;

Ariffin et al.,2007; Dissinget al.,2007 RohlandandHofreiter, 2007. Bununyan€nda

PCR s€ras€nda kontaminasyonu g...steren negatif kontrollerde bantlarla kar,€la,€ld€+€nda,
sorunun kaynas€n€ tespit amac€yla yfrftflen PCR malzemelerinde primerlerin kontamine
oldueu belirlenmitir. Kolman ve Tuross%oun (2000) belirttisine gticed,olarak sat€n

al€nan primerler s€kl€kla kontamine bulufsta,t€rmac€lar bu durumiddin olarak

254nm%ode 20 dakika radyasypnlaerlerin dekontamine edilebilece«ini, bu uygulaman€n

primederin kullan€m€n€ bozmayaca«€n€ belirtmektedir. "al€,madar, prime
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kontaminasyonunu gidermede bu yol tercih edilmemi,, onun y&@i® malzemelerinden
Taq DNA polimeraz ve ...rnek DNA d€ @maizErlanan kar€, &ner trlikontaminasyonu
Onlemekicin k€sa sfrelV%oye taliitulmu, ve ba,ar€lsonu,lar alEnmé€, t8u stratejin
dNTP%oler UV%oysatbe ettiei i,in etkisiz olabileceei de bildiriimektedifLeonardet al.,
2007).

Amplifikasyon s€ras€nda kontaminasyonun tespitbijiden fazla sa§da PCR
kontrolf kullan€Im€,t€r. Bu y...nteBINA'n€n gfvenilirlisi veya ger,ek/.gién olma
...zellishin belirlenmesi icin dnerilen bir kriterdjfPaabcet al.,2004)."al€,mada
kontaminasyon olas€l€«€ndan dgteyftif kontrol kullan€lmame€, t&i{lerslevand

Cooper, 2005).

Klonlaman,n faydas,

Ge,mi,e ait DNA ...rneklerinde ,o-alt€ElddNA par,alar€n€ doerudagizinleyen
ara,t€rmac€lar olsa gnzaiet al.,1999;Ariffin et al.,2007),kontaminasyon sebebiyle
bununguvenilir ve geerli bir sonu, veremeyeceei, dizinleme ...ncesi klonlama yapman€n
tek uygun ,...zfm oldueu ,e,itli ara,t€rmac&af€ndan ifade edilmi,tir (Humm&003
Hebsgaardst al.,2005 Ho et al.,2007). Yoncatepe kemiklerinin DNA analizinde
amplifikasyon sonunda jelden izole edilerek safla,t€r€lan frfnlerden baz€lar€, bunu test
etmek i,in ...nce doerudan dizinlenmi,, akcauhtemelen ,ok say€da farkl€ DNA olmas€
sebebiyle guvenilir ve gecebir dizin elde edilememi,tirKlonlama yap€larak doeru
kolonilerin se,ilip safla,t€r€ld€ktan sonra dizinlenmesi ise, netziir elidesi saslam€, t€r
Doeru ve gfvenilir sonu,lar i,inklonlaman€n gerekli oldusu anla,€Im€,t€r.

“al€,mada kullan€lan matieyaz tarama y...ntemi, doeru klonlaman€n olup
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olmad€+En€ belirlemede kolayl€k saslam€,t€r. Y...ntem, klonlanm€, PCR frfnlerini
artt€rmada bir ...n tarama metodudur ve aDNA ,al€,malar€rkda &8k edilmektedir
(Reeseet al.,1996; Lutzet al.,1999; Bouwmaret al.,2006; Caramellet al.,2007; Dissing

et al.,2007).

Klonlama sonras, "otaltma

Klonlanmadan sonra meydana gelen beyaz renkli kolonilerin secilerek PCR ile
,0calt€lmas€, yanozitif klonlar€n dizinlenmesini ...nler. Ayr€ca kolonilerin PCR%0€
istenen frfnfn dizinleme i,in yeterli miktarda olmas€n€ saslar (Capellischentscher,

2005). "al€,mada her ...rnek i,in elde edikolonilerden dizinleme i,in begdet

se,ilmi,tir. Dizin leme i,in uygun koloni say€s€ konusunda ara,t€rmac€lar farkI€ fikirler ..

sfrmektedir. Bower ve meslekta,lar€ (2005ki e..rnekte %70 var olan dizini %95%oin
uzerinde guvenitllikle belirlemek icin en az on iki olmak tzere, ortalama yirmi, pratik
a,€dan a fazla otuzoloni analiz edilmesi gerektisini belirtmi,tirRémplerve

meslekta,lar€ (2006) en azKlpnun dizinlenmesi gerektisini bildirmi,tir. Mlar ve

meslekta,lar€2008), binomial das€l€m kullanarak ve %99 kesinlik s€En€r€ hesaplanarak,

genomun emzsekizkere dizinlenmesi gerektisini savunmaktad€r. Koloni dizinlerinin

.ne

birbiriyle k€yaslanmas€ ve gfvenilirlik aral€«€n€n belirlenmesi i,in web temelli bir program

mevcuttur: SConsensus Confidence Programiericdonald.cam.ac.)kAra,t@mace€lar

elde ettikleri en az odizini, burada analiz ederek ...rneklerinin gfvenilirlik aral€«€n€
deeerlendirebilir veya ka, koloniyi daha dizinlemesi gerektieini belirleyebilir. Program,
dizinlerin ...zgfnlff hakk€nda higbvermemekte, PCR sonras€nda en fazla ,oealan

dizinle ilgili veri saslamaktad€r (Bowet al.,2005).



Klonlamadan sonralde edilen frfnlerin ,osalt€lmas£€ i,in hetart PCR
yap€lm€, t€r. B...ylece hem prdi@er olu,umu azalt€l€r, hem denerlerin véveya
enzimlerin ilk d...ngfde denatfrasyon s€cakl€+€na ula,mas€mdaDNA ...rneine
baslanmas€ engelleniChouet al.,1992).PCR dodngilerinde denatiirasyon ve son uzama
a,amalar€ 10%oar dakika tutulmuRéabéoya (1989) g...enatirasyon suresinix3
dakika) ve son uzama suresinii*lakika) artt€rmadlde edilen frfn miktar€rve

kesinlieini artt€rabilir.

Dizin bulgular,n,n geneldeterlendirmesi

Degrade yap€s€ndan dolay€ aDNA%.da de*i,mi, bazlar€n varl€«€, PCR frfnleri
klonland€«€nda ve bir,ok klodizisi kar,€la,t€r€ld€+€nda aralar€nda ,0k say€daki farkI€l€+€n,
modern DNA amplifiye edildisinde g...rflenden ,0k daha fazla olmas€ ile belirlenir (Pssbo
et al.,2004)."al€,mada her ...rnek i,in haz€rlanan klonlardan elde edilen dizinler birbiriyle
ve referas dizin ile kar,€la,t€r€ld€+«€nda, baz€ bazlar€n deei,tisi g...rflmf, tfr. Bu yanl€,
kodlama lezyonlar€ (Smiscoding lesions%aren tfrevierine degradasyonu sonucu ortaya
£€kar (Axelssoret al.,2008).

DNA%odaki sf bstitf syon mutasyonlar€ iki tiptir: Tzgaslar, iki halka purinin
(A<+>»G) veya tek halka pirimidinlerinG<«=>T) yer desi,tirmesidir.Benzer ,ekilde bazlar
birbirinin yerini al€r Transversiyonlar ise, pfrinlerin pirimidin bazlaréte$G, T<> G,
A>T, A<>C)deei,iklieidir, bu da halkan€n farkl€la,mas€na sebep dtansizyonlar€n
transversiyonlardan daha s€k g...rfImesi beklenir. “fnkf transizyonlar€n amino asit
sfbstitfsyonu ile sonu,lanmas€ muhtemel olmad€+«€ndan, d...nf,fmfn devam etmesi s...z

konusudur ve s€kl€klgptomlarda tek nikleotid polimorfizmleri (SNP) olarak
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transversiyonlardan daha fazla gorulir (Cometaal., 1996, Mergeret al.,2004). Bunu
doerulayacak ,ekilde, bu ,al€,madaki dizinlerde de g...zlemesizyonlar daha fazlad€r.
Hatta en fazl&&—»T ve G A deei,imi g...rfImf , A»GveT—>»Cd...nf,fmfne ise daha
az rastlanm€,t@unun sebebi, C%onin U ve T%oye hidrolitik deaminasyonunun daha yfksek
oranda olmas€d€r (Lindahl, 1993%0.nin A%oya desi,imi,i$ag DNA polimerazla birle,.en
sitozin kal€nt&F€na sebep olan hipoksantini freten adenin kal€ntét@mémasyonu ile
meydana gelir (Gilbertt al.,2003). Gilbert ve meslekta,lar€ (2003, 20K6nlardacok
say€da d ve GA desi,imining...zlendieini bildirmi,tir.

aDNA%odaki bu tip hatal€ kodh lezyonlar@izinlerin doeru belirlenmesini
karma,€Kkla,t€r€r. Bu olay€ ortadan kald€rmak i,in, eski DNA ...rneeindeki hasarlar€n sebep
oldueu yanl€, birle,imleri, herhangi bir PCR%o.da olu,an Tag DNA polimeraz hatalar€ndan
ay€rt etmek gereklidir. Bunu yapr€n bir yolu, az say€da ...rnek molekfl i,eren DNA
izolatar€ndan ,ok say€da amplifikasyon yapmak ve PCR frfnlerini klonlamakt€r.
Klonlardan elde edilen DNA dizinlerinin kar,£la,t€r€lmas€, ayn€ ...rnek preparat€nda bir
amplifikasyonda meydana gelip dieerindemayan nikleotid fikl€l€klarEn€ ortaya ,€kar€r

(Paabcet al.,2004).

Mutasyon bulgular,n,,n deferlendirmesi

Her 6rnek icin dizinleneB> 5 koloni, birbiriyle ve Cambridge referans diziniyle
kar,€la,t€r€lmE€,,, kontaminasyon veya DNA hasar€ hakk€nddibilgii,tir. M2-FD3 igin
dizinlenen be, koloniden d...rdfnde 16193T g...rfImesi, bunun muhtemelen kontaminasyon
desil, ...rneein tag@E+€ bir mutasyon olabilecesimieer kolonilerde tek ba,€na g...rflen

16155G, 16213A ve 16245T bulgular€, DNA hasar€n€ g...sdimB-FD7 ...rnesinin



f, dizininde 16208T, dieer iki dizininde 16242T olmas€, belirgin bir kontaminasyonu ifade
etmekte, bununla beraber 16208T i,eren iki ...rnekte 16155G veya 16172C bulunmas€
DNA hasar€n€ yans€tmaktad€r. Ayr€ca 16242T ta,€yan dibeleathgi bir DNA hasar€
goralmemesi, bunun modern DNA kontaminasyorduel olas€l€«€n€ artt€rmaktddér
FD5 ...rnesinin dizinlenen be, kolonisinde de farkl€ desi,imlerin (16172C, 16188T,
16218T, 16244A) g...rflmesi, kontaminasyon veya hasar hakk€ndarimigmekte; ancak
bir dizinin Cambridge referans dizini ile tamamen ayn€ olmas&rkmasyonu
df,fndfrmektedir

tncelenen iki mezarddm2%.de 1, 6, 9, 14 M&%0da, 8,12,16 i¢in dizinlenen tim
klonlarda ayn€ baz deei,iminin (s€ras€yla 16115256T, 1693T, 16172C, 16162G,
16172C, 16162G ve 16172C)rijiimesi, bunun kontaminasyoimayabilecesini,
dolay€s€yla mutasyon olma olas€l€+€n€n yfksek oldueunu g...sterir. Ancak bu ...rnekler i,in
dizinler incelenirse, hasarl€ b...Igeleainoldueu da anla,€Ll€r

Meza M2%.d2, 4, 7, 10, 11, 13, 15, 17, 19 M6E%0da 6, 10, 134 numaral€
...reklerde belirli baz desi,iklikleri, her biri i,in dizinlenen kaolilerinin yar€s€ndan
,0oeunda (d...rt dizinden f,fnde veya be, dizinden dndd g...rflfrken, az bir kEsm€nda
(dort dianden birinde veya bejizinden ikisinde) yer almamakta veya farkl€ deei,imler
tespit edilmektedir. Bu durum, kontaminasyonun bir kan€t€d€r. “oeu dizinde g...rflen baz
deei,iklikleri ise, olas€ bir mutasyonu ifade edebilir. Ancak yine de daha fazla say€da
koloninin dizinlenmesi durumu netlikle a,€+a ,€karacakt€r. —rnesin-M22%.de be,
dizinden G¢inde 1625® g...rfImf,, diser ikdizinde ise sadece 16204C tespit edilmi,tir ki;
bu da belirgin bir kontaminasyonun varl€«€na i,aret etmektedir. —rneee ait ger,ek DNA

hakk€nda bilgi sahibi olmak i,in, daha fazla koloninin dizinlenmesi gerekir. B...ylece hangi
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mutasyonun ...rneee ait oldueu, hangisinin kontaminant DNA oldueu anla,€labilir.

Oda mezdardan M2%0d8, 16, 18, 20%.de M&%.d3, 5, 7, 1015, I7%.de ayn€
...rne<e adizinlerde farkl€ bazlarda deei,iklik g...rfldfefnden, ...rneklere ait oldueu
df .fnflebilecek mutasyonu belirlemek veya kontaminant€ tespit edebilmek mfmkfn
deildir. Klonlama sonras€ daha fazla say€da dizinleme yap€Imas€ bu ...rnekler i,in de
faydal€d<€r.

Yoncatepe kaz€ alan€ndaki iki farkl€ mezardan elde edilen kemiklerin 147 baz
Jftlik mtDNA analizi, ,u noktalar€ a,€+a ,€karm€, 842 mezar€na ait 2&mik
...resindn M2FD1 ve M2FD14%0fn 16172C mutasyontm@mas€ sebebiyle ayn€ anne
soyundan ki,ilerait dabilecesi s...ylenebilithcelenen kemik par,alar€n@nceayn€
bireye ait olma ihtimali df,,fnflmf,, antropolojik incelemelere ba,vurulmu,tur. Morfolojik
Ozellikler (ytzey rengi, fiziksel has@tiriiz durumu) géz..nfne al€nd€«€nda, iki kemik
...rne«inin aynglamayacas€ belirlenmi,tir, ,fnkf MED14%ofn fzerinde var olan erozyon
M2-FD1%ode g...rfImemektedir.

Hem M2FD3 hem de MZAD9, 16193T mutasyonu gostermektedir. Bu drneklerin
ait oldueu bireylerin anne taraf€ndan akraba olmas€ mfmkfn olabileceei gibi, al€nan
...rekler ayn€ bireylere de ait olabilir. Morfolojik ...zellikler (yfzey rengi, fiziksel hasar
pfrfz durumu) bu noktada kesin ve yeterli bir bilgi saslayamam&€,t€r.

M2-FD2, M2-FD6 ve M2FD10 ise, 1626T mutasyonunu ta,€maktad€r. Bu
orneklerden MZ=D10 erken gcukluk déneminde bir bireye aittir, bu sebeple-N22
veya M2FD6 ile ayn€ iskelete ait olmad€+€ kesindir. Her ne kadd&D22ve M2FD6
anne taraf€ndan akraba olabilirse de, ayn€ bireylere de ait olabilir. Morfolojik ...zellikler, bu

iki kemik icin yeterlibir ay€r€m yapmay€ saslamamé€,t€r. AncakMD, M2-FD2
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ve/lveya M2FD6 ile ayn€ anne soyundan gelebNi2-FD2 ve M2FD6%.n€n ayn€ ki,iye ait
olmas€ durumunda, bu profil ile MED10 aras€nda muhtemel bir aigoeuk, teyzegocuk
veya day€ocuk ili,kisi mevcuttur. M2FD2 ve M2FD6 anne taraf€ndan ili,kili iki farkl€
(yeti,kin) birey ise, bu f, profil annéeyzecocuk; annalay€cocuk veya teyzelay€cocuk
olabilir.

M6%odan al€nm<€, 17 kemik ...rnesindeRD16ve M6FD12, 16162G; M&D6,
M6-FD13 ve M6FD17, 1489C; M6FD8 ve M&D16 ise 16172C mutasyonlar€na
sahiptir. FarkI€ ...rneklerin ayn€ mtDNA mutasyonlar€n€ ta,€mas€, anne taraf€ndan akraba
olduklar€n€ g...sterir. Ancak bu ,al€,madaki materyal kapsam€nda kesin bir veri devildir,
,fnkf incelenen kemik par,ala@/n€ bireylere ait olabilir. MBD1 ve M6FD12, ylzey
rengi, hasars§zfrfzsfz d€, g...rfnf,f, ...rneein korunma kalitesi ve iyi durumda olmas€
a,€s€ndan benzerdir. Bu bilgiler, iki kemik ...rne<inin ayn€ olabilme ihtimalini
kuvvetlendirmektedir. Ancak tam biyu,ma da s...z konusu deeildir. M®6, M6-FD13
ve M6-FD17, farkl€ distal u,lara sahip olup, 6 ve 13%.te bulunmayan kondil, 17%o.de
mevcuttur. Bu veriler s...z konusu f, ...rneein ayn€ olmad€+«€n€ g...sterdisinden, ayn€ anne
soyundan bireyler olma olas€l€+€ artmaktsEFD8 ve MG6FD16 ise, iki sas femur olup
ayn€ bireye ait olamayaca<€ kesinle,mektedir ki, bu da iki ...rneein ayn€ anne soyundan
olabilecesini g...sterir.

M2 ve M6 mezarlar€ndan elde edilen kemiklerin mtDNA HY&143 16294
b...lgesi a,€s€ndan analiz som@ tarbiriyle k€yasland€+€nda, 16172C mutasyonu M2%.den 1
ve 14%ote, M6%odan 8 ve 16%oda g...rflmf,tfr. tki farkl€ mezardaki bu bireyler aras€nda anne
soyundan bir akrabal€k bas€ var olabilir.

Tfm bu muhtemel sonu,lar, Yoncatepe arkeologlar€n€n hipotezleyiik bf
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olas€l€kla desteklemektedir. Yoncatepe toplumunun ...If g...mme gelenee«i olarak, bir mezar
dolduktan sonra, ...Iflerin dieer mezara konulmaya ba,lanmasg€; bir ailenin farkl€
zamanlarda ...len bireylerinin farkl€ mezarlarda olmas€ anlam€na gelir. Benzaynkilde

veya birbirine yak€n zamanlarda ...len aile bireyleri ise ayn€ mezarda yer alm€, olabilir.

Mutasyonlar,n haplogrup d...zeyinddeferlendirmesi
Mitokondriyal DNA haplogrup ,al€,malar€, farkl€ say€da canl€ bireyden elde edilen
a*€z i,i epitel, kan veya sde ger,ekle,tirildiei i,in, kontaminasyon veya degradasyon
gibi ...rnekle ilgili sorunlar indirgenmi, olur ve var olan mutasyonlar kolayl€kla tespit
edilerek grup belirlemesi yap€labilir. Ancak biyoarkeolojik materyal kullan€ld€+€nda,
kontaminasyon (6zekle modern DNA kontaminasyonu) olas€l€«€ yfksektir, ayr€ca
degradasyondan dolay€ mutasyonlar€n belirlenmesinde zorluklar ortaya ,€kar. Bu sebeple
tarih ...ncesi ...rneklerde haplogrup analizlerinin gf venilirlikle yap€lmas€ zordur ve teknik
olarak zaman al€E@hmetli olmakla birlikte yanl€, sonu,lar vermesi mf mkfndfr.
Bununla birlikte, farkl€ noktalarda mutasyonlar€n bir arada g...rfImesinin farkl€ gruplara
I,aret edebilece«i, bunlar€n en yak€n kesinlikle belirlenmesinde tf m ileri deei,ken b...Igenin
analiz edilnesi ve tespit edilen SNP%olerin bir arada deeerlendirilmesi gerektiei de g...z
...nfnde bulundurulmal€d€r. Bu ,al€,mada haplogrup tespiti ama,lanmamaktad€r. Sadece
incelenen ...rneklerin analiz edilen mtDNA b...lgelerinde var olmas€ muhtemel baz
deei,ikliklerinin haplogruplar a,€s€ndan genel anlamda bir deserlendirilmesi sunulmu,tur:
M2-FD3, M2FD16, M2FD19, M6FD3, M6-FD15 gibi 6rneklere ait dizinlerde
hasarlar ve mutasyon olabilecek devi,iklikler ile birlikte hi,bir desi,iklik i,ermeyen, CRS

ile uygunluk gosteredizinler g...rfImf,tfr. CRS dizini, Avrupapilasyon i,in yayg€n
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bir tiptir (Torroniet al.,1996). Fernandez ve meslekta,lar€ (2006), tspanyan€n ,e
arkeolojik bolgelerinde otuz dokdkemik ve di, ...rnesi ile yapt€klar€ ,al€,mada, bir,ok
...reein ortaAvrupa motifiolanCRS dizini g...sterdiini ve bunun akrabal€+€n zay€f bir
kan€t€ olabilece«ini bildirmi,lerdir. Adli bilimlerde mtDNA i,in HVRI ve HVRII
dizinlemelerinde baz€ Avrupa toplumlar€ i,in ay€r€m gfcf bu sebeple df,fk kalmaktad€r ve
benzer haplgruplar i,inde idantifikasyon amac€yla kodlayan b...Ige SNP%olerinin
kullan€lmas€ ...nerilir (Pereiral.,2006).

"al€,mada incelenen mtDNA HVRI b...Igesi i,indeb{43 162949 belirlenen baz
deei,ikliklerine (16162G, 16172C16183G 162617 genel olarak bak#f+€nda, H
haplogrubunu temsil ettikleri g...rflfr. Ayr€ca referans dizin olan CRS de H haplogrubuna
aittir. Bu durumda ...rneklerin H haplogrubuna ait oldueu s...ylenebilir. Kontaminasyon
a,€s€ndan incelenirse, kaz€ s€ras€nda veya laboratuvar a,amas€ga kelzgmolan
bireylerin deyayg€rH haplagrubunu gdstermesi muhtemeldir.

Polimorfizmlerden 16189C ve 16256T ise U haplogrubuna 6zgudur. Bu
haplogrubun Avrupa%c.da nadir g...rfldfef bilinmektedir (Taetlat2000; Mergeret
al.,2004).

Mezar2%oye ait 8, 13, 14, 17 ve 18%cdeZ2dr6%oya aBt, 14 ve 17%.de baz€
dizinlerde 16223T desi,,imi g...rfImf, tfr. Ayn€ ...rneein ,0k say€da dizininde g...rfldfefnde
...rne<e ait bir mutasyon, az say€da tespit edildisinde ise kontaminasyon veya hasar olarak
deserlendirilmi,tir. M haplogrubunu yans€tan 16223T deei,imi, Asya%.da yayg€n olarak
gorulmektedir (Calafeket al.,1996; Richardet al.,1996). "al€,ma materyalinde
belirlenen 16223T polimorfizmi, ...rneklerin M haplogrubuna ait olma olas€l€+£€ ile birlikte

muhtemel bir mod®& DNA kontaminasyonu anlam€na da gelebilir.
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BOLUM VI

SONUC

Farkl€ bilimsel alanlardaki geni, uygulama ,e, itleri, biyoarkeolojik ...rneklerden
DNA analizlerinin 1990%olarda ara,t€rma odas€ olmaktan, ,e, itli bilim dallar€na bilgiler
sunan bir ara,t€rma arduzine gelerek ilerledieini g...stermektedirk@olojik iskelet
kal€nt€lar€ i,in ba,ar€yla uygulabid@®NA analiz y...ntemleri, df,fk kopya say€s€na sahip
veya degrade durumda olaniaineklerin incelenmesindair yol gosteici olarak
kullan€labilir. Bu deeple adli bilimlerin molekfler antropoloiji ile i,birliei, disiplinler aras€
,al€, malar€ tercih eden bilimsel dfnyas€nda ...nem kazanmaktad<€r.

Arkeolojik kaz€ ,al€,malar€ndan elde edilen ...rneklerin molekfler incelemelere tabi
tutulmas€ arkeolojik verileratk€ saslar. dp€labilecek olas€ molekfler genetik
,al€, malarda ba,ar€ya ula,mak ad€raeryalindoeru toplanmas€ ve uygun ko,ullarda
saklanmas€ olduk,a ...nemli@u sebeple keologlar ve paleontologlar iciDNA
al€,malar€n€ g...z ...nfnde bulunduranakkaqullarda ...rnek toplama ve saklama
konular€ndéaneriler gli tiriimesi gerektiei a,€kt€r. Kaz€ s€ras€nda molekfler analizler i,in
al€nacak bir miktar ...rneein soeuk ko,ullarda saklanarak, en k€sa zamanda ,al€,€lacak
laboratuara ula,t€r€lmas€ yeterlcalka€r. —rneklerin al€Enmas€nda ve saklanmas€nda dikkat
edilmesi gereken hususlar hakk€nda ayr€nt€l€ bilgi sahibi olan kaz€ ba,kanlar€, yfrfttfkleri
,al€, malarda bu konudaki dfzeni verkrolf saelayabildiklerinle, laboratuarda doeru ve
net bilgiler elde eiebilir.

Bu ,al€,mada ula,€lan sonu,lar, anne taraf€ndan akrabal€klar€ g...stermede

kullan€labilen bir ara,t€r; ancak bu y...nde kesin ve gfvenilir veriler elde etmek i,in mtDNA
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fzerinde daha fazla b...Igenin ,al€,€lmas€ gereklidir. Her ne kadar ,al€,mada&eyte
a,€s€ndan maksimum ...nlem al€nm<€, olsa da, ilk kez yap€lan bu analizlere bal€ kalmamak
...nemlidir. Analizler ...ncelikle ara,t€rmac€ taraf€ndan tekrar edilmeli, daha sonra bir d€,
laboratuvar taraf€ndan ger,ekle, tiriimelidir.

“al€,mada kemik ...rnekieden elde edilerek incelenen 147 baz cifti6143
16294 mtDNA HVRI%ode g...rflen ba,ar€, ileriki ara,t€rmalar€n geli,tiriimesi i,in umut
vericidir. B...ylece hem HVRI%.deki bu b...lge, hem de HVRII i,in birbiriyle ,ak€,an farkl€

b...Igeler benzer ,ekilde anadilebilecektir.
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EK I

Mitokondriyal DNA HVRI 16147 « 16294 baz “ifti aras,ndakiCRS dizini
LOCUS NC_012920 16569 bpDMNA circular PRI 8UL-2009
DEFINITION:  Homo sapiengiitochondrion, complete geme.

ACCESSION  AC_000021

VERSION AC_000021.2 GI:115315570
PROJECT GenomeProject:30353
SOURCE mitochondrionrHomo sapienghuman)

ORGANISM Homo sapiens

1 gatcacaggt ctatcaccct attaaccact cacgggagct ctccatgcat ttggtatttt

¥

16141 acttg@cac ctgtagtaca taaaaaccca atccacatca aaaccccctc cccatgcetta

16201caagcaagta cagcaatcaa ccctcaacta tcacacatca actgcaactc caaagccacc

16261cctcacccac taggatacca acaaacctaCcctiaa cagtacatag tacataaagc

¥

16561 atcacgatg.

(http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoSeq ).

194



EK I

TOPO TA CloningZ Kit (Invitrogen, CA) i"inde yer alan ve "al,Tmada
kullan,lan klonlama vektorinin (pCR®2.1-TOPOZ) gen haritas,
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EK I

Cal,tmada Kullan,lanKimyasal Maddeler ve Ticari Kitler

Agaroz BIOMATIK
Ampisilin BIOMATIK
Borik asit BIOMATIK
Etilen Diamin Tetra Aetik asit(EDTA) BIOMATIK
tzopropHE-D-tiyo-galaktosid(IPTG) BIOMATIK
Lambda DNA BIOMATIK
Luria-Bertaniagar BIOMATIK
Proteinaz K BIOMATIK
Pstl BIOMATIK
Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) BIOMATIK
Trisbaz BIOMATIK
X-Gal BIOMATIK
10X Tagq Buffer +(NH),SO, -MgCl, FERMENTAS
BSA 100X (10 mg/mL) FERMENTAS
dNTP Set 25 umol, 100mM) FERMENTAS
MgCl, (25 mM) FERMENTAS
Tag DNA polimerazekombinan{5 u/ul) FERMENTAS
QIAquick Gel Extraction K QIAGEN
QIAquick PCR Purification K QIAGEN

TOPO TA Clonin§ Kit (with pCR®2.1-TOPJ vector)  INVITROGEN

BigDye® Terminator v3.1 Cycle SequengiKit APPLIEDBIOSYSTEMS
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