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ÖZET

Yazar: Ş. Şebnem Özcan, Adli Tıp Enstitüsü, İstanbul Üniversitesi, Cerrahpaşa Kampüsü,

İstanbul

Tezin Başlığı ve Tarihi: Arkeolojik Toplumlarda Akrabalık İlişkileri: Bir Moleküler

Antropolojik Yaklaşım, 2010

Eski ve modern insan toplumları arasındaki evrimsel bağlantıları belirlemek için

yapılan genetik analizlerle popülasyonların birbirleri ile olan yakınlığı araştırılmaya

başlanmıştır. Bu genetik ilişkiler; arkeolojik kazılarda elde edilen iskelet kalıntılarında

moleküler incelemelerle belirlenir ve tarih öncesi toplumların sosyal yapısı, aile düzeni ve

akrabalık ilişkileri ile ilgili bilgiler sağlar. İskelet kalıntılarından DNA elde edilmesi, adli

bilimlerde de önem kazanmıştır. Çünkü kemik ve dişler uzun zaman boyunca korunduğu

için analiz etmeye uygun tek kaynaktır. Ancak çevreden kaynaklanan inhibitörlerin varlığı

kadar, çevresel, bakteriyel ve post-mortem DNA hasarlarından dolayı, eski kalıntılardan

DNA eldesi zordur. Dolayısıyla laboratuvar çalışması; zaman alan ve özen isteyen bir

süreç haline dönüşür. Bu çalışmanın amacı; Van-Yoncatepe (Urartu Medeniyeti, M.Ö.

1200–750/700) bölgesindeki arkeolojik kazıların iki farklı oda mezarından çıkarılmış

kemiklerle bunların her birinin başka bir aileye ait olduğunu genetik analizlerle belirlemek

ve sosyokültürel yapılarına bir ışık tutmaktır. Çalışmada materyal olarak Van-Yoncatepe

kazı alanında bulunan oda mezarlardan M2'deki 20, M6’daki 17 insan femur kemiği

kullanılmıştır. Kemik parçalarından alınan örneklerden DNA izole edilerek, mitokondriyal

DNA HVRI bölgesinde 16147–16294 baz çifti arası bölge PCR ile çoğaltılmıştır. Daha

sonra, Türkiye’de arkeoloji ve adli bilimlerde henüz uygulanmayan klonlama yapılmış ve

hedef bölge dizinlenmiştir. Analiz sonunda, bireylerin taşıdığı genetik profil çıkarılarak
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aralarındaki olası akrabalık ilişkileri değerlendirilmiştir. Akrabalık analizlerinin daha yakın

kesinlik ve güvenilirlikle yapılabilmesi için daha fazla sayıda genetik özellik incelenmesi

gerekmektedir. Bu sebeple bir ön çalışma niteliğinde olan bu proje, uygun yöntem ve

çalışma planını ülkemize uyarlayarak ileriki araştırmalar için temel oluşturacaktır.

Moleküler antropoloji araştırmalarında kullanılabilecek bu yöntemin, adli bilimlerde de

kemikten DNA elde etme yöntemlerini geliştirmekte faydalı olacağı düşünülmektedir.
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SUMMARY

Author: Ş. Şebnem Özcan, Institute of Forensic Sciences, Istanbul University, Cerrahpasa

Campus, Istanbul

Title and Date: Determination of the Genetic Relationships in Van-Yoncatepe

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 remains is

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-Yoncatepe (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, a technique 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
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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 a well-preserved burial chamber should result in better

research for both forensic and archaeological populations.
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BÖLÜM 1

GİRİŞ VE AMAÇ

Arkeolojik ve modern insan toplumları arasındaki evrimsel bağlantıları belirlemek

için yapılan genetik analizler, moleküler antropolojinin gelişmesini sağlamış, böylece

popülasyonların birbiri ile olan yakınlığı araştırılmaya başlanmıştır. Antropologlar için bu

durum, toplumların nasıl oluşup zaman içinde nasıl geliştiğini anlamak, göç ve yerleşme

şekillerini ortaya çıkarmak açısından önemlidir (Lalueza-Fox, 1997; Kaestle and

Horsburgh, 2002; Cunha et al., 2006). Tarih öncesi toplumların ekonomik, sosyal, hatta

genetik özellikleri; arkeolojik kazılarda elde edilen iskelet kalıntıları incelenerek

belirlenebilir. Antropolojik yöntemlerle kemiklerin ait olduğu bireylerin yaş, cinsiyet ve

boyları tespit edilir, aralarındaki biyolojik yakınlık hakkında bilgi sağlanır (Krogman and

İşcan, 1986; İşcan, 1988; Mergen and İşcan, 2007). Teknolojik imkânlardan faydalanarak,

ileri analizler yapılabilmesi ve araştırmaların kesin ve güvenilir olarak tamamlanabilmesi

ise ancak moleküler genetik analizlerle mümkündür (Pääbo et al., 2004). Arkeolojik

kazılarla elde edilen tarih öncesi farklı toplumlara ait kemik örneklerinin genetik

profillerinin kıyaslanması sonucu, eski toplumların birbiriyle veya modern toplumlarla

aralarındaki ilgi saptanabilir (Jones, 2003; Cooper et al., 2004). Arkeolog ve

antropologların kurdukları hipotezler de moleküler araştırmalarla doğrulanır veya

reddedilir.

Toplumların tarihinin daha iyi anlaşılması için eski biyolojik örneklerde DNA

çalışmalarının bireysel genetik bilgilerin tespitinin ötesine geçerek kişiler arasındaki

akrabalık bağlarının belirlenmesi gerekmektedir (Dudar et al., 2003). Eski kemik
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…rneklerindeki DNA, ayn€ mezarda grup halinde g…mƒlenlerin akraba olup olmad€klar€n€

g…stererek bu de•i„imi a‚€•a ‚€karacak birpotansiyele sahiptir. Bu sebeple söz konusu

örneklerin DNA analizi ilebiyolojik ili„kilerinin belirlenmesi …nem ta„€maktad€r.Defin

alanlar€nda bulunan kemiklerin ait oldu•u bireyler aras€ndaki akrabal€k ili„kileri; tarih

öncesi toplumlar€n kültürü, sosyal yap€s€ veaile düzeni ile ilgiliveri sa•lar (Gross, 1992;

Haimes, 2006). Toplumlar€n tarihlerinde gƒ‚lƒ etkilere sahip olan g…‚ ve ayn€ soydan

yap€lan evlilikler hakk€nda bilgi verir(Finkler, 2005).

†skelet kal€nt€lar€ndan DNA elde edilmesi, adli bilimlerde de …nem kazanm€„t€r.

ˆƒnkƒ kemik ve di„ler uzun zaman boyunca korundu•u 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 bireylerinidantifikasyonunda

de•erli ve …nemli bir ara‚t€r (†„canandAltunçul, 2002). Ancak çevresel, bakteriyel ve

post-mortem DNA hasarlar€ndan dolay€, eski kal€nt€lardanDNA eldesi zordur (Pradoet al.,

1997; Capelliet al.,2003; Loreilleet al.,2007).Ge‚mi„e ait DNA örneklerinin degrade

yap€s€ndan dolay€, tarih …ncesi materyalleri genetik olarak tiplemede tercih edilen molekül,

‚o•unlukla yƒksek kopya say€s€ndan dolay€ mitokondriyalDNA (mtDNA) olmaktad€r

(O'Rourkeet al.,2000).

Bu ‚al€„man€n amac€; Demir ˆa•€‰na ait Van-Yoncatepe bölgesindeki arkeolojik

kaz€lardaiki farkl€ oda mezardan ‚€kar€lm€„ kemiklerin ait oldu•u bireylerin olas€ akrabal€k

ili„kilerini genetik analizlerle belirlemekvebu arkeolojik toplumunsosyokƒltƒrel yap€s€na

bir €„€k tutmakt€r.Bu amaca yönelik olarak, öncelikle arkeolojik iskeletlerden DNA eldesi

i‚in kullan€lan y…ntemlerinyerel„artlarda denenmesi, gerekli de•i„ikliklerin yap€larak

protokollerin Türkiye'ye uyarlanmas€ hedeflenmi„tir.
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BÖLÜM 2

GENEL B€LG€LER

YunancaŠanthropos‰ (‹ Œ•Ž•• ‘ �Û�,insan) veŠlogos‰ (’“”‘•, bilim) kelimelerinden

olu„an antropoloji;insan€n biyolojik ve kƒltƒrel ‚e„itlili•ini inceler, zaman vemekân

i‚indeki benzerlik ve farkl€l€klar€ a‚€klamaya ‚al€„€r. Ge‚mi„ ve „imdiki zamana, biyoloji,

toplum, kültürve dile ilgi; antropolojiyi sosyoloji, siyaset bilimi, iktisat, psikoloji ve tarih

gibi bir‚ok ba„ka alana ba•lar (HunterandWhitten, 1993).

Genel antropolojinindört alt disiplini, sosyo-kültürel, arkeolojik, biyolojik ve

linguistik antropolojidir. Kültƒrel antropoloji, ge‚mi„teki ve gƒnƒmƒzdeki kƒltƒrel

‚e„itlilikle ilgile nir. Arkeolojik antropoloji ya daarkeoloji,ge‚mi„e ait kal€nt€lar elde

ederektarih …ncesi topluluklar€n sosyal, iktisadi, dinsel ve siyasalyap€lar€n€yeniden

olu„turmaya yard€mc€ olur. Biyolojik ya da fiziksel antropoloji; zaman vemekâniçindeki

biyolojik ‚e„itlili•i ‚evredeki farkl€la„malarla ili„kilendirir, fosilleri, geneti•i, bƒyƒme ve

geli„meyi, bedensel tepkileri ve primatlar€ inceler. Linguistik antropolojiise, ‚a•da„

dillerin ‚e„itlili•ini belgeler, konu„man€n farkl€ toplumsal ko„ullarda ve zaman i‚inde nas€l

de•i„ti•ini ara„t€r€r (HunterandWhitten, 1993;Kottak, 2001).

F€Z€KSEL VEADL€ ANTROPOLOJ€

Fiziksel antropoloji; fosil kay€tlar€n€n ortaya ‚€kard€•€ hominid evrimi

(paleoantropoloji), insan geneti•i, insan bƒyƒmesi ve geli„imi, insan€n biyolojik esnekli•i

ve insand€„€hominidlerin biyoloji, davran€„ ve toplumsal ya„am€ olmak ƒzerefarkl€ ilgi

alanlar€nasahiptir. Bunlar,fiziksel antropolojiyi;biyoloji, zooloji, jeoloji, anatomi,
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fizyoloji, t€p vehalksa•l€•€ gibidi•er alanlara ba•lar (HunterandWhitten, 1993;Kottak,

2001; KatzenbergandSaunders, 2008). Adli antropolojiise, fiziksel antropolojinin adli

ama‚l€kullan€m€ olarak tan€mlan€r ve osteolojiden insan fizyonomisine kadar uzanan bir

dizi konuile ilgi kurar. Bu bilim dal€her geçen gün daha fazladisiplinler aras€ hale

geldi•indendi•er uzmanlarla i„ birli•inin …nemli oldu•u unutulmamal€d€r(†„can, 1988;

†„canandLoth, 1997;†„can, 2001;Cattaneo, 2007).

Adli antropoloji kavram€n€ ilk ortaya atanlardan biri olan Thomas Dwight‰t€r. Bu

d…nemden sonraki geli„meler 1970‰lere kadar sƒrmƒ„; bu sƒre‚ i‚inde yap€lan ara„t€rma ve

incelemelerle baz€ standartlar ve osteometri teknikleri geli„tirilmeye ‚al€„€lm€„, bu

‚al€„malar i‚in materyalin bƒyƒk bir b…lƒmƒnde, bƒtƒnlƒ•ƒnƒ koruyan insan

iskeletlerinden olu„an koleksiyonlar (…rne•in, Terry ve Hamann-Todd koleksiyonu)

kullan€lm€„t€r. Bu tƒr iskelet koleksiyonlar€ ƒzerinde yap€lan antropolojik incelemelerle,

…lƒm s€ras€ndaki ya„, boy, fizikî yap€, cinsiyet, €rk, meslek, al€„kanl€klar, …lƒm nedeni,

…lƒm zaman€, kemik travmalar€, kemiklerin ka‚ iskelete ait oldu•u, di„lerle ilgili veriler,

vb. ‚ok say€daki sorunun yan€tlanabilmesi i‚in formƒller, skalalar, mikro ve

makromorfolojik y…ntemlerle radyolojik kriterler geli„tirilmi„tir. Arkeolojinin bu

a„amadaki katk€s€; yanma, alevin geli„ y…nƒ, iklim, fiziksel kal€nt€lar, makro ve

mikroorganizmalar€n etkisi, arazi yap€s€ gibi ‚evre ko„ullar€n€n tespitinde …nem

kazanmaktad€r(Krogmanand†„can, 1986;ˆ…lo•lu and†„can, 1998).

Adli antropoloji sadece bireyselolgularla ilgilenmez, ayn€ zamanda sava„

kurbanlar€ ve kitlesel felaketlerdede kullan€labilir (MundorffandBartelink,2007).

Antropologlar s€kl€kla olmamakla birlikte insan kal€nt€lar€n€n aranmas€nda ve elde

edilmesinde g…rev alabilirler. –zellikle adli antropologlar g…mƒlmƒ„ kal€nt€lar€n do•ru bir
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„ekilde aranmas€n€ sa•layacak teknikler konusunda bilgi sahibi olmal€d€r.Y€llar ge‚mi„se

ve alan a•a‚l€ksa, bir g…mƒ b…lgesini belirlemenin zorlu•u a‚€kt€r. Alanda yƒrƒme,

foto•raflama ve di•er arkeolojik y…ntemler bilinmeli,bunun yan€ndaceset arama

köpeklerinin, radarlar€n veyaderin olmayanmezarlarda g…mƒlƒ insan kal€nt€lar€n€n tespiti

için kimyasal sensörler yoluyla dekompoze koku analizi yapan ta„€nabilir analitik aletlerin

kullan€m€ ile ilgili yeni geli„meler de takip edilmelidir (Stewart, 1979;Cattaneo, 2007).

Fiziksel antropologlar, k€smen/tamamen iskeletle„mi„ kal€nt€larda, ileri derecede

k…mƒrle„mi„ ve g…mƒlmƒ„ bedenlerin yer ald€•€ olgularda en …nemli personeldir.Bu tip

olgulardagözlemyapmak, kaydetmek ve materyalitoplamakosteoloji bilgisini gerektirir

(ˆ…lo•lu and†„can, 1998; Cattaneo,2007). Adli osteoloji,insana ait olan veya oldu•u

san€lan az ya da ‚ok iskeletle„mi„ kal€nt€lar€ inceleyerek, adli veya sosyalamaçlara yönelik

kimlik tespiti yapan bilim dal€d€r(ˆ…lo•lu and†„can, 1998).

–lƒmden sonra ge‚en sƒre, asl€nda adli antropologlar taraf€ndan cevapland€r€lacak

en zor sorulardan biridir. Bazen bir olgunun ge‚mi„ toplumlardan m€, yoksa adli bir olgu

mu oldu•unu s…ylemekimk‡ns€zd€r. E•er kuru bir kemik s…z konusu ise, bir antropolog

sadece kemi•in arkeolojik, eski veya yeni g…rƒndƒ•ƒ ilgili bir fikir beyan edebilir,kesin

bir „ey s…yleyemez.  Burada sorun, …lƒm zaman€n€ …l‚mek i‚in kesinbir yöntem

olmay€„€d€r. Ancak on be„ y€l ile elliy€l fark€n€ belirlemek …zellikle hukuksal sƒre‚te

önemli olabilir(Krogmanand†„can, 1986; Cattaneo, 2007).

SOSYOKƒLTƒREL ANTROPOLOJ€

†nsan topluluklar€, sadece al€„€lagelmi„ toplumsal etkinlikler ve ili„kiler

‚er‚evesinde de•il, ayn€ zamanda ortak bir kƒltƒrel gelene•e a‚€k olma yoluyla …rgƒtlenir.
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Ö•renme yoluyla aktar€larak payla„€lankültür, toplumsal ya„amauyum sa•laman€n temel

nedenidir.Tylor‰a g…re kƒltƒr, bir toplumun ƒyesi olarak insan€n kazand€•€ bilgi, inan‚,

gelenek, sanatsal faaliyet, hukuk, ahlaki de•erler ve di•er yetenek ve al€„kanl€klar€ i‚eren

karma„€k bir bƒtƒndƒr (Kottak, 2001).

Kültƒre temel olu„turan yetenekler;…•renebilme, simgesel dƒ„ƒnebilme, dili

yönlendirebilme,ya„amlar€n€ …rgƒtlemek ve ‚evreye uyum sa•layabilmek i‚in gereken alet

ve di•er kƒltƒrel ƒrƒnleri kullanabilmegibi kabiliyetlerdir. Her ‚a•da„ insan toplulu•u,

simgele„tirme ve b…ylecekendine özgübir kƒltƒr yarat€p onu sürdürebilmeyetene•ine

sahiptir.Kƒltƒrel …zellikler, bir gruptan di•erine yay€labilir. †ki ayr€ kƒltƒr; …dƒn‚ alma ve

yay€lma yoluyla kƒltƒrel deneyimlerini ve uyarlanma ara‚lar€n€ payla„abilir. Kƒltƒrel

ödünç alma, bütün insanl€k tarihi boyunca sƒrmƒ„tƒr.Yay€lma, göçler ve çok uluslu

toplumlar arac€l€•€yla pek ‚ok kƒltƒrel …zellik, uluslararas€ boyut kazan€r.Ayn€ toplumun

ya da ulusun insanlar€, bir kƒltƒrel gelene•i payla„salar da, tƒm kƒltƒrlerde ‚e„itlilik

mevcuttur.Ge‚mi„teki ve gƒnƒmƒzdekibukƒltƒrel ‚e„itl ilik de kültürel antropolojinin

konusudur. (Gross, 1992; Kottak, 2001).

Akrabal„k

†nsanl€k tarihinin bƒyƒk bir k€sm€nda insan ya„am€n€ dƒzenleyip …rgƒtleyen

akrabal€k ve soydanl€k sistemleri, antropolojinin …nemli bir par‚as€d€r.Akrabalar, ‚o•u kez

ayn€y…rede ya„ar, birlikte ‚al€„€r, dua eder, kutlama yaparlar (Kottak, 2001).

Tƒrk kƒltƒrƒnde Šakraba‰ kelimesi Arap‚a Škar—b‰ (yak€n) kelimesinin ‚o•ul hali

olan Šakr—ba‰dan gelmektedir. Etimoloji s…zlƒ•ƒnde ˜kan ve evlilik yoluyla birbirine ba•l€

kimseler,h€s€m™ olarak tan€mlan€r. ŠH€s€ml€k‰ da Arap‚a‰dan Tƒrk‚e‰ye giren bir kelimedir
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ve ˜yak€nl€k, evlilik ba•€yla yak€nl€k™ anlam€ndad€r. Anadolu‰nun baz€ b…lgelerinde akraba

ve h€s€m ayn€ anlamda kullan€lsa da,aralar€ndakan ba•€ olanlara Šakraba‰, olmayanlar€n

evlilikleriyle olu„an yak€nl€klara Šh€s€m‰dendi•i bilinmektedir. †ngilizce‰de ise Šakraba‰,

halk birli•i, aile anlam€na gelen Škin‰ s…zcƒ•ƒ ile kar„€lan€r (Ayanet al.,2002).

Farkl€ kƒltƒrlerdeki insanlar, akrabalar€n€ belirtmek i‚inde•i„ik bir terminoloji

kullan€rlar. Bu terimler, akrabal€•€n toplumsal yap€lanmas€n€ yans€t€r.Belirli bir toplumda

ya„ayan insanlar taraf€ndan ku„aklar boyunca geli„tirilen yerel bir taksonomi vard€r ve

s€n€flay€c€ bir sistemolanbu terminoloji, insanlar€n benzerlikleri ve farkl€l€klar€ nas€l

alg€lad€•€na dayan€r. En basits€n€fland€rma, gƒnƒmƒzde Amerika‰da kullan€lan Eskimo

sistemi olup,akrabal€k ili„kilerindeerkek ve kad€nlare„it derecede (ikiyanl€) izlenir.Türk

toplumunda kullan€lanSudan s€n€fland€rma sistemi isedaha karma„€kt€r, her nesil ve her

birey i‚in ayr€ bir terim mevcuttur (šekil 1). –rne•in;Eskimo sistemindeannenin ve

baban€n erkek karde„iŠuncle‰, k€z karde„iŠaunt‰olarakisimlendirir. Bu terimler ayn€

zamandaebeveynlerinkarde„lerinine„leri i‚in de kullan€l€r. Sudan sisteminde ise bu

bireyler s€ras€yla day€,amca, teyze, hala, eni„te ve yenge olarak adland€r€l€r(Kottak, 2001).

=

•ekil 1. Sudan akrabal€k s€n€flama sistemi, 1: Anne (Mother), 2: Baba (Father), 3› 4: Day€-
Amca(Uncle),  5› 6: Teyze-Hala(Aunt) (Kottak, 2001).

Ego

3 5 1 2 4 6
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Baz€ antropologlar, akrabal€k terimlerinin e•ilim ve davran€„lar i‚in bir ipucu

oldu•una inan€rlar. Baz€lar€ bu adland€rmalar€n ki„inin toplumda ta„€d€•€ haklar€ ve

zorunluluklar€ yans€tt€•€n€ dƒ„ƒnƒrken, ƒ‚ƒncƒ grup bunun e•ilimden ziyade s€n€fland€rma

yapmay€ sa•lad€•€n€ ifade etmektedir (Gross, 1992).

Akrabal€k; tak€mlarda, kabilelerde ve „efliklerde ya„amsal …nem ta„€r. B…yle

kƒltƒrlerde akrabal€k ve soydanl€k, ki„iler aras€ ili„kilerin ve siyasal örgütlenmenin

düzenlenmesinde temel rol oynar(Kottak, 2001).

Aile

Aile, toplumdaki en kƒ‚ƒk akrabal€k birimi olarak tan€mlanabilir ve toplumlar€

kar„€la„t€rmadakullan€l€r. Ancak ki„ilerherhangi bir biyolojik ba• olmadanda ailelere ait

olabilir. –rne•in evlat edinilmi„ bir ‚ocuk veya evlilikle bir aileye girmi„ ki„i gibi.

Dolay€s€yla aile, kan ba•€naveyaevlilik ili„kisine dayanan sosyal birimdir. Ailenin en iyi

bilinen „ekli; bir veya iki ebeveyn ve onlar€n ‚ocuklar€ndan olu„an ‚ekirdek ailedir. Birçok

toplumdaaileler, çevrelerindeki „artlar de•i„ti•inde yap€sal vefonksiyonel olarak

farkl€la„€r ve ortama uyum sa•lar(Gross, 1992).

Aile ve di•er akrabal€k ba•lar€ bireyesosyal bir kimlikverir, sayg€nl€k kazand€r€r.

Ailelerin sosyaldurumu, bireylerin e•ilimlerini ve birbiriyle ili„kilerini „ekillendirir.

Akrabal€k ba•lar€ bireylerin sahip olaca•€ olanaklar€ belirlemedeönemlidir. Neredeyse her

toplumda var olan miras kurallar€; mallar€n ve de•erli e„yalar€nakrabalar aras€ndage‚i„in i

belirler. Hatta sadece mallar de•il, rƒtbeler, gruplar i‚indeki ƒyelikler, siyasal liderlikler

veya özel roller de miras gibi aktar€labilir (Gross, 1992).

Akrabal€k sistemlerinin modern toplumlardaki yeri ve …nemi ƒzerine yap€lm€„
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sosyolojik ‚al€„malarla, ailenin topluma de•il, toplumun aileye ve akrabal€k sistemlerine

bi‚im verdi•i s…ylenebilir (Ayanet al.,2002).

Aile ve akrabal€•€n genetika‚€dan tan€mlanmas€ise,bireylerinaralar€ndaki

kal€t€msal benzerliklerle belirlenen biyolojik ba•lara dayan€r(Finkler, 2005).Tarihi

mezarlarda soy a•ac€ olu„turmak i‚in yap€lan akrabal€k analizleri, antropolojide her zaman

eksikli•i duyulan bir konudur. Bireylerin veyapopülasyonlar€n ili„kilerini belirlemek i‚in

geneti•i yans€tan morfolojik …zellikler kullan€lan bir‚ok giri„im mevcuttur. Ancak

benzerlikleri g…stermek fenotipik …zelliklerin do•as€gere•idir. †nsan genom projesine

ra•men bir‚ok fenotipik …zelli•in genetik alt yap€s€ halen bilinmemektedir. Bu sebeple

birey idantifikasyonu ile akrabal€•€n ortaya ‚€kar€lmas€n€ sa•layan, kodlama yapmayan ve

yüksek polimorfizm gösterenmoleküler analizler, tarihî antropolojide büyük birad€md€r

(Hummel, 2003).

Evlilik

Yeni bir ‚ekirdek ailenin temeli olan evlilik, genel olarak erkek ve kad€n aras€nda

kurulan birlik olarak tan€mlanabilir. Ancak hi‚bir evlilik tan€m€, tƒm toplumlara kolayca

uygulanabilecek kapsamda de•ildir. –rne•in; e„cinsel evlilikleri kabul eden baz€ uluslar

oldu•u gibi, ‚o•ul evlilikleri yasal olarak g…ren toplumlar da vard€r (Kottak, 2001).Birçok

topluma uyan birtan€m,evlili•in Š‚ocu•un sosyal kimli•ini ve hukuksal durumunu

olu„turan yaz€l€ veya s…zlƒ bir anla„ma‰oldu•udur. Bu anla„ma, cinsel birliktelik hakk€n€

verebilir ve mallar€n payla„€m€nda dƒzenlemeleri de i‚erebilir (Gross, 1992).

Evlilik kültürel olarak evrenseldir vecinsellik, üreme-‚o•alma, ekonomi ve e•itim

olmak üzeredört önemli sosyal i„levi yerine getirir(Kottak, 2001). Evlilik; para, e„ya,
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emek gƒcƒ, ‚ocuk hakk€ ve sosyal gruplara kat€l€m gibi de•erleriiçerir. Baz€ toplumlarda

damat taraf€ndan gelinin ailesine para…denmesi yayg€nd€r. Baz€lar€ndadagelininailesi, bir

miktar parasa•lamak zorundad€r (Gross, 1992).

E„ler ve onlar€n akrabalar€ aras€nda sosyal olarak anlaml€bir ˜h€s€ml€k ili„kisi™

kuranevlilik, gruplar aras€ndaanla„malarla toplumsal …rgƒtlenmeyi d€„ar€ya y…neltir(D€„

evlilik). †‚ evlilik ise ki„iyi ait oldu•u grup i‚inde evlenmeye zorlar.Bu, kimi zaman ayn€

aile i‚inde bile ger‚ekle„ebilir(Kottak, 2001). –rne•in,çapraz(day€ o•lu- hala k€z€, hala

o•lu- day€k€z€) veya paralel (amca k€z€- amca o•lu, teyze k€z€- teyze o•lu) ye•en

evlilikleri (parallel-cousin or cross-cousin marriage)görülebilir (Ayanet al.,2002). Ayr€ca

bald€z evlili•i (bir adam€n, …lmƒ„ kar€s€n€n k€z karde„iyle evlenmesi) ve/veya kay€nbirader

evlili•i (bir kad€n€n, …lmƒ„ kocas€n€n erkek karde„iyle evlenmesi)demevcuttur(Kottak,

2001).Akraba evlilikleri (consanguineous marriage)t€p alan€ndaki ‚al€„malarla bir sorun

olarak kendini gösterse de, kökleri tarihin erken dönemlerinedayan€r veakraba

evliliklerinin ; geleneksel, t…resel ve …rf— nitelikli kƒltƒrel boyutlar€ vard€r(Ayanet al.,

2002).

Türk kültüründe†slam …ncesi d…neminakraba evlili•i a‚€s€ndan farkl€

co•rafyalarda ve farkl€ kƒltƒr ortamlar€ ile etkile„imde nas€l bir durum g…sterdi•inin

ayr€nt€l€ olarak tespit edilmesi ba„l€ ba„€na bir konudur. Ancak genel olarak Arap kƒltƒr

‚evresinden farkl€l€klar g…sterdi•i, †slamiyet‰in kabulƒ ile bu iki kƒltƒr ‚evresinin …nemli

dƒzeyde etkile„ime girdi•i baz€ kaynaklarda belirtilmektedir. Gƒncel ara„t€rma verileri,

…zellikle Anadolu‰da dikkate de•er oranda akraba evlili•ine i„aret etmektedir. †lk bak€„ta

bu oran€n yƒksekli•i, kentle„me, e•itim ve refah dƒzeyinin dƒ„ƒk olmas€ ile a‚€klanabilse

de, daha çok kültürel nedenli oldu•u izlenimi do•maktad€r (Ayanet al.,2002).



11

Akraba evliliklerinin oran€, endƒstrile„mi„ Bat€ toplumlar€nda ‚ok dƒ„ƒk olmas€na

ra•men;Türkiyebaz€ Asya ve †slam ƒlkeleri gibiakraba evlili•inin yƒksek oldu•u ƒlkeler

aras€ndad€r.Gerek etnik köken, gerekse bireylerin yeti„ti•i y…relere g…re akraba evlili•i

oranlar€nda …nemli farkl€l€klar bulunmas€, bu tip evliliklerin nedenleri aras€nda y…resel ve

kƒltƒrel geleneklerin …nemli bir yer tuttu•una i„aret etmektedir (Ayanet al.,2002).

Ensestin yasaklanmas€ ve d€„ evlilik kurallar€, 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 kurallar€, evlenen

‚iftlerin nerede ya„ayacaklar€ hakk€ndaki 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 ˆin toplumunda tercih edilen bir kurald€r. Matrilokal (kad€n

taraf€nda) ya„am ise, gelinin ailesiyle birlikte veya onun ailesine yak€n oturmakt€r.

Arizona‰da ya„ayan Bat€l€ Apa‚i K€z€lderilileri, matrilokaldir. Günümüzdeneolokal (yeni

bir yerde) ya„am da g…rƒlmektedir; ‚iftler hem gelin hem de damad€n ailelerinden uzakta,

ba•€ms€z bir yerdeoturmay€ tercih ederler (Gross, 1992).

Arkeolojik gruplar, …zellikle avc€-toplay€c€toplumlar,dƒ„ƒk dƒzeyde‚e„itlili•e

sahiptir; çünkü az nüfuslar€,kendi aralar€nda ‚iftle„meye veyüksek genetik kaymaya sebep

olur (KaestleandHorsburgh, 2002). Bunun yan€nda akraba evlilikleri, alel frekanslar€n€n

Hardy-Weinberg dengesinden sapmaya neden olabilir (Gerstenbergeret al.,1999).

MOLEKƒLER ANTROPOLOJ€

Organizmalardaki bƒyƒk molekƒllerin yap€ ve fonksiyonlar€n€ inceleyen molekƒler

biyoloji, elde etti•i bilgilerle bir‚ok bilimsel alana katk€ sa•lar veya yeni bilim dallar€
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olu„turur. –rne•in molekƒler psikiyatri, beyindeki molekƒllerin i„lev bozuklu•unu

inceleyerek mental hastal€klar€ te„his ve tedavi i‚in giri„imlerde bulunmay€ hedefler.

Moleküler analizler,eski ve modern toplumlararas€ndaki evrimsel ba•lant€lar€ veya

toplum i‚indeki yak€nl€kili„kilerini belirlemeye yarayarak, antropolojiye de yard€mc€

olmaktad€r.Genetik yap€daki benzerlik veya farkl€l€klar, insan gruplar€n€n co•rafik

k…kenleri hakk€nda bilgi verir. B…ylece antropolojinin ilgi alan€ olan g…‚ ve yerle„me

özelliklerinin zaman içinde geli„imi takip edilir;toplumlar€n ya„ay€„ dƒzeni, beslenme

al€„kanl€klar€ veölü gömme gelenekleri ile ilgili verisa•lan€r (Brown, 2006).Zaman ve

kƒltƒr a‚€s€ndanfarkl€ olan …lƒ g…mme, birçok sosyal, fiziksel, dini ve ekonomik faktörden

etkilenir. Askeri mezarl€klar, kimsesizler mezarl€•€, kilise mezarl€klar€, k…y mezarl€klar€,

aile mezarl€klar€, an€tmezarlar, vb. uzun bir listeinsanlar€n kendilerini kimliklendirdikleri

veya organize ettikleri ‚e„itli yollar€ (akraba gruplar€, din, sosyal s€n€f veya meslek)

yans€t€r (Stodder, 2008).

Sosyal bilimlerle modernbiyolojinin kesi„im noktas€ olan molekƒler antropoloji,

son y€llarda ortaya ‚€km€„ bir bilimsel aland€r.Protein ve nükleik asitler gibi büyük

molekƒller kullan€ld€•€ i‚in Šmolekƒler‰, toplumlar€n tarih …ncesindeki yap€lar€yla ilgili

bilgiler elde etmeye yarad€•€ i‚in Šantropoloji‰ kelimeleri ileifade edilir. Moleküler

antropoloji, ilk kez 1962‰deki bir antropoloji konferans€nda biyokimyager Emile

Zuckerkandl taraf€ndan ˜biyomolekƒllerin yap€s€ndaki farkl€l€klardan yararlanarak insan

evrimini incelemek™ tan€m€ ile kullan€lm€„t€r. Buradaki ‚eli„ki, alan€n bir ‚e„it antropoloji

bilimi gibi durmas€na kar„€l€k, asl€nda antropolojik sorulara uygulanan biyokimya

teknolojisi olmas€d€r. Marks‰a(2002)göre; moleküler antropoloji, sadece moleküler

teknikleri antropolojiye uyarlamaktan çok, antropolojik bilgiyi moleküler verilerle
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birle„tirdi•inde ge‚erli ve kal€c€ olur.

Paleontoloji ve arkeolojiye dayanan geleneksel antropoloji, art€k gƒnƒmƒzde

molekƒler biyolojiden de yarar sa•lamaktad€r. Molekƒllerle ilgili bilgiler, paleontoloji ve

arkeolojinin …nemini de•i„tirmez, daha fazla veri sa•layarak bu bilim dallar€yla beraber

antropolojiye katk€da bulunur(Marks, 2002; Cunhaet al.,2006).Baz€ olgularda sadece

genetik analiz yap€lmas€ yeterli olmaz, ‚ƒnkƒ molekƒler ara„t€rmalar, antropolojik verilere

ihtiyaç duyar.Ya„ veya boy gibi …nemli biyolojik bilgilerisa•lamak genetik analizlerle

mümkünde•ildir. Antropolojik kimliklendirme, DNA laboratuvarlar€ taraf€ndan analiz

edilecek …rneklerin say€s€n€ azalt€r. Bu sebeple pozitif idantifikasyon yap€labilmesi i‚in

antropoloji ve genetik, arkeolojik verilerlebirlikte kullan€lmal€d€r(Imaizumiet al.,2002;

Capelliet al.,2003;Cunhaet al.,2006; Christensenet al.,2007).

Her tƒrlƒ arkeolojik kal€nt€n€nmoleküler tekniklerleanaliz edildi•i bualan,‚e„itli

ara„t€rmac€lar taraf€ndan˜molekülerveya biyomolekülerarkeoloji™,̃biyoarkeoloji™ ya da

˜arkeogenetik™olarak da adland€r€lmaktad€r. Özellikle nesli tƒkenmi„ canl€lar€n

fosillerindenelde edilen genetik …zelliklerin modern …rneklerle k€yaslanmas€ i‚in yeni bir

yoldur.Biyomoleküler arkeoloji;fizik, kimya, jeoloji ve moleküler biyoloji ile disiplinler

aras€ ‚al€„malar yaparakevrim,g…‚, beslenme, evcille„tirme gibi konularda önemlibilgiler

sa•larken,paleopatoloji (hastal€klar€n tarihinin belirlenmesi) ile deilgilenir (Capelliet al.,

2003;Renfrew, 2003; Stone, 2008).

Antropoloji ve arkeoloji bilimleri, ‚e„itli ama‚larla ger‚ekle„tirilen molekƒler

dƒzeyde analizlerle daha ayr€nt€l€ ve kesin bilgiler elde etmeyi sa•lar. –rne•in; modern

insan€n evrimi ve g…‚ yollar€n€n ara„t€r€lmas€, tarih …ncesi toplumlar€n sosyal yap€lar€,

kƒltƒrel …zellikleri, ekonomik dƒzenleri, beslenme al€„kanl€klar€, sa•l€k sorunlar€, ya„ay€„
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tarzlar€, geleneklerinin anla„€lmas€, hayvanlar€n evrimi ve birbiriyle filogenetik

yak€nl€klar€, evcille„tirilme zamanlar€, beslenme al€„kanl€klar€, bitkilerin evrimi ve

birbiriyle filogenetik yak€nl€klar€, Neandertaller ve modern insanlar€ da i‚eren nesli

tƒkenmi„ ve ya„ayan canl€lar€n filogenetik ili„kileri;molekƒler tekniklerle ara„t€r€l€r.

Bunlardan her biri kendi alan€nda …zel ve …nemli veriler sa•layarak genel anlamda

antropoloji ve arkeolojiye destek verir(Tablo 1)(Marks, 2002; Stone, 2008).

Tablo 1.Biyoarkeoloji uygulamalar€, antropolojiye katk€s€ve moleküler analiz yöntemleri.

Uygulama Katk„ Molek…ler €†aret
Genetik cinsiyetlendirme Evlilik ve ölü gömme

gelenekleri, cinsiyetlere
g…re …lƒm, hastal€k,
beslenme ve statƒ oranlar€

Cinsiyet kromozomlar€

†nsana ait olmayanaDNA Avc€l€k, beslenme
davran€„lar€, bitki ve hayvan
evcille„mesi, ‚evresel
rekonstrüksiyon

Mitokondriyal DNA,
kloroplast DNA‰s€,
otozomal DNA

Anne/baba taraf€ndan
akrabal€k

Sosyal yap€, statƒ, evlilik,
ölü gömme gelenekleri, göç

Mitokondriyal DNA,
otozomal DNA, cinsiyet
kromozomlar€

Popülasyondevaml€l€•€ ve
yer de•i„tirme

Tarih …ncesi toplumlar€n
g…‚ƒ, gruplar aras€ ata-torun
ili „kileri, benzer veya farkl€
morfolojik ve kültürel
kal€nt€lardan eski gruplar
aras€ ili„kiler

Mitokondriyal DNA,
otozomal DNA, cinsiyet
kromozomlar€

Filogenetik
rekonstrüksiyon

Tƒr evrimi, insan€n k…keni Mitokondriyal DNA,
otozomal DNA, cinsiyet
kromozomlar€

(KaestleandHorsburgh, 2002)

B€YOARKEOLOJ€K ÖRNEKLER VE GENET€K MATERYAL

Arkeolojik kaz€larla elde edilmi„ kal€nt€laraveya mƒzelerde korunan nesli tƒkenmi„

canl€lara aither türlübiyolojik örnekte genetik materyalinhalen var oldu•uilk kez 1984‰te
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tespit edilmi„tir (Higuchiet al.,1984). Ard€ndan ‚e„itli ara„t€rmac€lar bir‚ok farkl€ tarihsel

…rnekle ‚al€„malar yaparak, hem yeni bir bilim dal€n€n olu„umuna katk€ sa•lam€„, hem de

disiplinler aras€ i„birli•inin …nemini ortaya ‚€karm€„lard€r.

Uzun y€llar …ncesine ait biyolojik …rneklerdeki DNA, Šge‚mi„ten kalan, ge‚mi„e

ait‰ anlam€nda Šancient‰ olarak ifade edilmekte ve aDNA k€saltmas€yla kullan€lmaktad€r

(HerrmannandHummel, 1994). Baz€ Tƒrk‚e kaynaklarda aDNA i‚in, Šeski‰ anlam€

ta„€yan Šantik DNA‰kelimesi kullan€lm€„t€r (Akkaya, 2003;Gökçümen, 2004;Güral,

2007). Ancak kelime, Orta ˆa• …ncesi tƒm zaman anlam€na gelen Antik ˆa•‰€ ifade

etti•inden, Tƒrk‚e‰de Šantik DNA‰ teriminden bahsedilmesi, Antik ˆa•‰a ait DNA‰n€n

anla„€lmas€na neden olabilecektir. Bu sebeple kullan€lmas€ tercih edilmemi„tir. ˆal€„man€n

devam€nda biyoarkeolojik …rneklerdeki DNA‰y€ ifade etmek amac€yla, Šge‚mi„eait DNA‰,

Šeski DNA‰ terimleriveya ŠaDNA‰ k€saltmas€ kullan€lm€„t€r.

Tarih boyunca ‚e„itli ‚evre „artlar€na maruz kalm€„ biyolojik …rneklerdeki nƒkleik

asitler,post-mortemhasarlar sebebiyle bozulmu„ ve par‚alanm€„t€r. Ancak bu engelleri

ortadan kald€rarak daha verimli ve gƒvenilir DNA analizleri yapabilmek i‚in bilim

dƒnyas€nda geli„tirilen yeni tekniklerleara„t€rmalar devam etmektedir (Kaestleand

Horsburgh, 2002).Gƒnƒmƒzde di„, kemik, korunmu„ yumu„ak dokular ba„ta olmak ƒzere

arkeolojik kaz€ alan€nda bulunabilen veya mƒzelerde korunmu„ olan canl€lara aitderi vek€l

gibi müze örnekleri (Cooper, 1994; Wiselyet al.,2004; Stuartet al.,2006), ta„la„m€„ gƒbre

(Poinaret al.,1998; Reinheirdet al.,2007), ge‚mi„e ait bitkiler (Gugerliet al.,2005),

polenler (Parducciet al.,2005), bitki tohumlar€(Poinaret al.,1993; Rolloet al.,1994a) ve

fosillerden(Golenberg,1994; TaylorandSwann, 1994)ba„ar€yla DNA elde edilebilmesi

mümkündür.aDNA ‚al€„malar€ g…z …nƒne al€n€rsa, her hƒcredeki yƒksek mitokondriyal
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ve/veya kloroplastDNA kopya say€s€, bozulmam€„ ve par‚alanmam€„ DNA k€s€mlar€n€n

eldesinde ‚ekirdek DNA‰s€naoranla dahafazla ba„ar€sa•lar. Bu sebeple bugƒnekadar

‚o•u aDNA ‚al€„mas€ da mitokondriyalDNA ƒzerinde yo•unla„m€„t€r. Ancak geli„tirilmi„

tekniklerle baz€ ara„t€r€c€lar eski ‚ekirdekDNA‰s€dizininde de ba„ar€ sa•lam€„lard€r

(Clissonet al.,2002; Wisely et al.,2004; Stuartet al.,2006). Bu, aDNA ile test

edilebilecek potansiyel hipotezleri …nemli …l‚ƒde geni„letir (KaestleandHorsburgh, 2002).

Tarihsel biyolojikmateryal, diyagenezinetkisiyle zaman içinde kendine özgü

kimyasal ve/veya yap€sal …zelliklerini kaybeder.Diyagenez, gömüldükten sonrabiyolojik

materyaldeba„layan fiziksel, kimyasal veya biyolojik her tƒrlƒ de•i„imi ifade eder.

Yƒksek s€cakl€k ve yeryƒzƒndekinden dƒ„ƒk, olduk‚a sabit nem ko„ullar€, diyagenezi

h€zland€r€r (Bollonginoet al., 2008).Bunun d€„€nda radyasyon (esasen UV), pH ve

oksidatif ajanlar da diyagenez alt€ndaki aDNA‰y€ etkiler. De•i„ik dokular, farkl€ hƒcreler

ve hƒcre i‚eriklerinden dolay€, diyagenezden farkl€ derecelerde etkilenir (Herrmannand

Hummel, 1994).En erkendekompoze olan dokulars€ras€ylasindirim sistemi organlar€;

ard€ndan kalp ve di•er dola„€m sistemi organlar€; sonra akci•erler, karaci•er ve safra; bunu

takiben beyin ve sinir sistemi; kas sistemi ve en son iskelet sisteminin kolajen i‚eren ba•

dokusudur(Stodder, 2008).–zellikle kemikte bu de•i„imi a‚€•a ‚€karacak belirli

parametreler s…z konusudur. Kemi•in kolajen i‚eri•i, histolojik bƒtƒnlƒ•ƒ, porozitesi (su

alabilme kapasitesi) ve kristalli•inin ara„t€r€lmas€ bu a‚€dan yarar sa•lar. Kolajen i‚eri•i ve

histolojik yap€ diyagenezin etkisi olarak bilinirken, porozite ve muhtemelen kristallik

kemi•in ‚evresine cevab€n€ de•i„tiren fakt…rlerdir(Hedges, 2002).

Çevrenin, materyalinfiziksel ve kimyasal korunmas€na etkisinin tespit edilmesi

amac€yla yƒrƒtƒlen‚al€„malar biyomolekƒlerara„t€rmalarda …nemli bilgiler sa•lar ve
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degradasyon mekanizmalar€n€n anla„€lmas€,toprak özelliklerininbilindi•i durumlarda

kemi•in muhtemel korunmas€n€ntahmin edilmesii‚in kullan€labilir. Ortam€n pH‰€ kemik

diyagenezinde büyük rol oynar.A„€nd€r€c€ (korozif) topraklardan elde edilen kemiklerde

hem makroskobik hem de biyomoleküler seviyedebƒyƒk hasar g…rƒlƒr. Kuzey †sve‚,

Finlandiya ve †sko‚ya‰n€n baz€ b…lgelerindekibu tip topraklarda hemen kaz€ yap€larak

örne•in al€nmas€ …nerilir (Nielsen-Marshet al.,2007).Arkeolojik kaz€larda g…rev alanlara

göre, kumlu birikintilerden ve/veya sulu düzlüklerden elde edilenkemiklergenellikle daha

por…z ve kolay ufalan€r durumdad€r. Çok dƒ„ƒk s€cakl€klar ve kuru bir ortam ise

mikrobiyal hasar€ engeller (Hedges, 2002).So•uk, kuru ortamlardan elde edilen örneklerde

DNA hasar€n€n az oldu•u, bir‚ok ara„t€rmac€ taraf€ndan belirtilmektedir (Höss et al., 1996;

Wayneet al., 1999;Ricautet al., 2005;Bollonginoet al.,2008). Biyoarkeolojik

örneklerde DNA‰n€n korunmas€ esas olarak…rne•in ya„€ndan ‚ok, çevresel faktörler ile

ilgilidir ( Burgeret al.,1999;Ricautet al.,2005; Gambaet al.,2008).Pääbo ve

meslekta„lar€(1989), …rne•in ya„€ ile DNA hasar€aras€nda bir ilgi bulamam€„t€r.Tuross

(1994)ise…rne•inya„€ ve DNA eldesi aras€ndaters bir ili„ki bulundu•unu belirtmi„tir.

Kemik

Genellikle en uygun aDNA kayna•€ olarak bilinir.†zolasyonve amplifikasyon

ba„ar€s€ doku tipinden ba•€ms€z olmakla birlikte (H…sset al.,1996; O‰Rourkeet al.,1996);

deneysel ‚al€„malar, kemikten elde edilen DNA'n€n yumu„ak dokulardakinden fazla

oldu•u dƒ„ƒncesini desteklemektedir (Tuross, 1994).

Vücuttakafatas€, kaburga gibi yass€kemikler vekol-bacak kemikleri gibi uzun

kemiklerbulunur. Uzun kemiklerdeepifizlerde süngerimsi (trabeküler), diyafizde ises€k€
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(kompakt, kortikal) doku yer al€r.Lee vemeslekta„lar€nagöre (1991), kaburgalar gibi

sƒngerimsi kemikler, s€k€ kemikten 10› 20 kat daha fazla DNA eldesi sa•lar, ancak

kontaminasyona a‚€k olmas€ sebebiyle …zgƒn olmad€•€ da tart€„€lmaktad€r (Parsonsand

Weedn, 1996;Parret al.,1996;O‰Rourkeet al.,1996).Bu sebeple ge‚mi„ten kalan

kemiklerde daha yo•un, sert, kortikal tabaka varl€•€ …nemlidir (Cooper, 1994).

Hagelbergve meslekta„lar€(1991) kemik örneklerinin mikroskobik olarak

korunmu„ olmas€yla DNA eldesinin aras€nda bir ilgi oldu•unu; ancak …rne•in ya„€yla bir

ba•lant€s€n€n bulunmad€•€n€ g…zlemlemi„lerdir.Amplifikasyon ba„ar€s€ ile kemi•in ya„€

aras€nda bir ilgi kurulmam€„t€r (von Wurmb-Schwarket al.,2003).

†skelet dokular€ndan bir‚ok „ekildeörnekal€nabilir. Kƒ‚ƒk par‚alar kullan€labilir

veya uzun kemiklerdedelik a‚€larak ya da orta k€s€mdaki s€k€ dokudankesit al€narak

incelenebilir(Motoc et al.,2009).Bu s€rada lezyonlu iskelet …rneklerikontaminasyona yol

a‚aca•€ i‚in lezyonsuz olanlar se‚ilmelidir. O‰Rourkeve meslekta„lar€(2000), küçük

kaburga par‚alar€ se‚ilmesini tavsiye etmektedir, ‚ƒnkƒ bunlar her birey i‚in ‚ok say€dad€r,

en az morfolojik ve paleopatolojik …neme sahiptir ve s€kl€kla müze veya arkeolojik

koleksiyonlarda kullan€lmaz.

Kemikler ‚ok ‚e„itli „artlara maruz kal€r ve bunlardanbir‚o•u kemi•in yap€s€n€ ve

bile„imini …nemli derecede de•i„tirir (Stout, 1978).Kemik degradasyonu iki olayla

ger‚ekle„ir: biri mikroorganizmalartaraf€ndan h€zl€ ger‚ekle„tirilir, di•eriisedaha yava„

olan kimyasal degradasyondur (Smithet al.,2003).

Hidroksiapatit(HA) ve kolajen, kemi•in kendine …zgƒ yap€s€nda bulunaniki

moleküldür veDNA ‚al€„malar€ndaetkili oldu•u bilinmektedir. Bu sebeplekemiklerdeki

DNA‰n€n varl€•€, hidroksiapatit ve kolajenin tespitiyle belirlenebilir (Götherströmet al.,
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2002).DNA‰n€n hidroksiapatite ba•lanarakbozunmadan kald€•€ belirlenmi„tir, moleküler

biyolojide nükleik asitlerin ba•lanmas€ i‚inkullan€l€r (Sambrook andRussel, 2001).

Hidroksiapatitveyahidroksilapatit [Ca10(PO4)6(OH)2], bir inorganik mineral olarak

kemi•in %70‰ini olu„turur.Ayr€ca di„te de bulunur.%39.8 kalsiyum ve%18.5 fosfor içerir

(Burton, 2008).Ge‚mi„e ait kemiklerde DNA‰n€n varl€•€;hidroksiapatitteki kristallik

(degradasyon) art€„€ile tersili„ki li, kolajen korunmas€ ile do•ru orant€l€d€r(Götherströmet

al., 2002).Kemi•in asidik ortamlarda makroskobik ve mikroskobik hasara daha fazla

u•ramas€n€nsebebi, var olan mikrobiyal aktivitenin hidroksiapatitin bru„ite

par‚alanmas€nasebep olmas€d€r. Hidroksiapatit ayr€cakendisi içingerekli olan7-7.5 pH,

6-7‰ye indi•inde oktakalsiyum fosfata d…nƒ„ƒr (Jackeset al.,2001).Hidroksiapatitin en

stabil hali pH 7.8‰de g…rƒlƒr.Ortamdaki su, apatiti parçalamada en büyük etkendir. Asidik

topraklar dakemi•in yap€s€ndaki kalsiyum fosfat€ ‚…zerek, apatiti par‚alar. Kire‚ta„€ gibi

alkali ‚evre ise asitin degradatif etkilerini tamponlar ve kemik apatitini korur. Di•er

yandan alkali ortamlarda ve karbondioksit varl€•€nda apatitin par‚alanmas€n€ artt€ran

bikarbonat olu„ur.Ayn€ ortamdan al€nan kemik …rneklerinde farkl€ korunma durumlar€ da

g…rƒlebilir. –rne•in kemi•in yan€nda bulunan bir kire‚ta„€ veya ‚…mleklerin varl€•€,

kemikteki apatiti korumu„olabilir, ma•aralarda kenarlara yak€nduranörnekler

duvarlardakis€z€nt€lardan dolay€daha fazla bozulabilir ya da bak€r i‚eren metal nesneler

bakteriyel bƒyƒmeyi engelledi•i i‚in, bu tip nesnelerle birlikte g…mƒlmƒ„ kemiklerde iyi

korunma özellikleri görülebilir (Bollonginoet al.,2008).

Kolajentip I, kemi•in organik faz€n€ olu„turan ana proteindir. Bu fibriler proteinin,

kemi•in hidroksiapatitine yƒksek bir afinitesi vard€r. Kanda ‚…zƒnmƒ„ halde bulunan

hidroksiapatit minerali, organik matriks sentezlendi•inde katlanan kolajen molekülleri
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aras€ndaki bo„luklara yerle„ir(Schweitzeret al.,2008). Bu sebeple kolajenin korunmas€,

hidroksiapatitin korunmas€ ile ilgilidir(Götherströmet al.,2002).Kolajenin yap€sal

…zelli•i olarak aminoasit bile„imi s€n€rl€ tutulur ve her ƒ‚ aminoasitten sonra glisin yer al€r.

Kolajen belirteci olarak aminoasit analizleri bu sebeple %30 glisin oran€ verir. œ‚lƒ helikal

peptid zincirlerindenmeydana gelenmolekƒl, belirli aral€klarla birbiri üzerine katlanarak

proteine suda çözünmeme …zelli•i verenmolekƒler ‚apraz ba•lar olu„turur. Bu yap€,

elektron mikroskobunda bantlar olarak gözlenir, ancak degradasyonda inter moleküler

‚apraz ba•lar k€r€ld€•€ i‚inayn€ g…rƒntƒ al€namaz (Schweitzeret al.,2008).Kolajen çapraz

ba•larla gƒ‚lƒ ba•land€•€nda, hidrolitik kayba kar„€ stabilize olabilir(Hedges, 2002).

Arkeolojik kemik …rneklerinde DNA‰n€n varl€•€ ile kolajen miktar€ aras€nda benzer

bir ilgi bulunmu„tur (G…therstr…met al.,2002).Kemikteyüksek miktardaki kolajen kayb€,

mikrobiyal zararlarla ili„kilidir (Hedges, 2002). Kemi•in mikro yap€s€n€n …lƒm sonras€nda

bozulmas€, mantarlar€n ge‚itler a‚mas€ de•il, bakteriyel hasard€r. En ‚ok bilinen

Clostridium histolyticum, kolajeni parçalayan bir enzim olan kolajenaz üretir ve kemikteki

kolajenin y€k€m€na sebep olarak histolojik yap€y€ bozar (Jackeset al.,2001).Mikro

organizmalarla ciddi anlamda bula„m€„bir kemikte en az %80 kolajen kayb€ g…rƒlƒr.Çok

s€cak iklimlerden elde edilençok eskikemiklerde ise, €s€ya duyarl€ kolajen kayb€

mekanizmalar€ ka‚€n€lmazd€r, ‚ƒnkƒ s€cakl€k kolajenin maksimum miktarda kalmas€nda

büyük bir faktördür. Bunlar,kemi•in histolojik yap€s€n€ da …nemli …l‚ƒde etkiler.Kolajen

i‚eri•i az olan kemiklerde zay€f, do•al de•erlere yak€n kolajen miktar€na sahip kemiklerde

iseiyi bir histolojik korunmagözlenir(Hedges, 2002). Ancakyap€salolarak çok iyi

korunmu„ bir kemikte kolajen kayb€n€n h€zl€ oldu•u …rnekler de s…z konusudur (Smithet

al., 2002).Kemiktekia•€rl€k kayb€ (~%20) veporozite art€„€n€n(~%50) ‚o•u, kolajen
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kayb€na ba•lan€r(Hedges, 2002).Arkeolojik kemiklerde porozite artt€k‚a yo•unluk azal€r,

bu canl€ kemik dokusundakinintersidir, yo•unluk artt€k‚a porozite artar, ‚ƒnkƒ por…z

kemi•in d€„ yƒzeyindekalsiyum karbonat birikir(Jackeset al.,2001).Porlar€n

boyutlar€nda meydana gelen de•i„me olan porozite, diagenezle ilgili bir belirte‚tir

(Nielsen-MarshandHedges, 1999) veDNA eldesinde ba„ar€ i‚in yard€mc€d€r (Gilbertet

al., 2005).Kemikteki bir ba„ka mineral ba•layan protein olan osteokalsin deuzun süreli

stabilitesinden dolay€ aDNA‚al€„malar€ndaanaliz edilen bir moleküldür (Nielsen-Marshet

al., 2005; Buckleyet al.,2008).

Arkeolojik kemi•in histolojisinin, di•er analizlerle birlikte de•erli bir y…ntem

oldu•u s…ylenebilir (Janset al.,2002).†skelet kal€nt€lar€nda histolojik korunman€n

amplifiye edilebilir DNA‰n€n en iyi belirteci oldu•u ‚e„itli ara„t€rmac€lar taraf€ndan

bildirilmi„tir ( Colsonet al.,1997; Al-enizi et al.,2008).

Bir ‚al€„mada Yak€n Do•u(K€br€s, Gƒrcistan, †srail, Suriye, Türkiye)örneklerinin

Avrupa‰ya g…redahapor…z ve yumu„ak yap€da oldu•u, DNA elde edilen baz€ …rneklerin

amplifikasyonunun zor oldu•ubelirlenmi„, Avrupa i‚in amplifikasyon ba„ar€s€yla toprak

tipi aras€ndabir ilgi tespit edilmi„tir.Kireçli topraklardakiörneklerdenba„ar€yla DNA

‚o•alt€labilmi„, dƒ„ƒk pH‰l€ topraklarda DNA eldesi zorla„m€„t€r(Bollonginoet al.,2008).

Kemikte en fazla bulunan elementler olan kalsiyum ve fosfor d€„€nda, eser element

analizleri yap€l€rsapaleodiet hakk€nda bilgi edinilir.Stronsiyum, 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 bilgi verir(Burton, 2008).

Paleodiet ara„t€rmalar€nda stabil azotizotoplar€ da kullan€labilir. Kemik ve di„lerin mineral

k€sm€ndan karbon, oksijenizotoplar€n€n analizi de mƒmkƒndƒr (Katzenberg, 2008).
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Di†

Di„ …rnekleri, kemi•e g…re kontaminasyona dahaaz e•ilimlidir veya kontamine

olmu„sa dekontamine edilmesi daha kolayd€r(Gilbert et al.,2005; 2006). Di„ten nƒkleer

DNA‰n€n amplifikasyon ba„ar€s€, kemi•e g…re daha yƒksek olarak tespit edilmi„tir (Ricaut

et al.,2005;Zierdt et al.,1996; Meyeret al.,2000). Nelson ve Melton (2007), yƒz on alt€

iskelet …rne•inde femurdan sonra di„ …rneklerinden ba„ar€yla (%90) DNA profili elde

etmi„tir. Alakoç (2007)tarih öncesi Van-Yoncatepe toplumunun arkeolojik di„

…rneklerinden DNA analiz etmi„ ve sonu‚lar€ odontometrik verilerle kar„€la„t€rm€„t€r.

Di„in ta‚ ve k…k olmak ƒzere iki temel k€sm€; mine, dentin, sement ve pulpadan

olu„an d…rt ana doku tipi vard€r. Ta‚€n g…rƒlen k€sm€ sert mine tabakas€ ile kapl€d€r.

Minenin %97‰si inorganiktir, hidroksiapatit i‚erir.Bunun alt€ndayar€ sert doku olandentin

bulunur.Dentinde kemikten daha fazla kalsiyum fosfat (%75), daha az kolajen (%18)

vard€r.Sementise, kök yƒzeyini …rten ince tabakad€r. Di„in …zƒnde kan damarlar€ ile

sinirlerden olu„an yumu„ak doku, pulpabulunur ve genetik materyal a‚€s€ndan di„in en

…nemli k€sm€d€r (Scott, 2008).

aDNA kayna•€ olarak di„i kullanman€n, her birey i‚in ‚ok say€da ve ba•€ms€z

…rnek olmas€ndan dolay€ avantaj€ vard€r. O‰Rourkeve meslekta„lar€n€n (2000) belirtti•ine

g…re, di„teki ‚ƒrƒk DNA kontaminasyonuna izin verdi•i i‚in sa•lam di„ler se‚ilmelidir.

Ç€kmam€„ di„leri kullanmak riski artt€r€r.

Di„ten DNA izolasyonunda; di„i toz haline getirme, kesme veya di„ kanal€ yoluyla

pulpaya girme gibi farkl€ haz€rlama y…ntemleri kullan€labilir (O‰Rourkeet al.,2000). Di„

tozunun rengindeki farkl€l€k amplifikasyonba„ar€s€yla ilgili de•ildir (Drancourtet al.,

1998). Tƒm di„i toz haline getirmek; pulpa yuvas€na giri„ i‚in kesilen di„e g…re daha fazla
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DNA eldesi sa•lar, ancak daha fazla degrade DNA elde edilir (Smithet al.,1993). Di„i

kesmek,pulpay€ ald€ktan sonra di„i yap€„t€rarak birle„tirmeyi mƒmkƒn k€lar, dolay€s€yla

daha az tahrip edicidir(Drancourtet al.,1998;Merriwetheret al.,1994). Di„ kanal€

yoluyla pulpaya girmek ise, i‚ dokunun etkin bir „ekilde al€nmas€n€n zor olmas€ndan

dolay€, Smithve ara„t€r€c€lar€(1993)taraf€ndan …nerilmemektedir.

S€cakl€k (4› 37°C), nem (%20› %98), pH (3.0› 10.0), deniz suyuna maruz kalma,

bahçede, toprakta veya kumda gömülme gibi çevresel faktörlerin, di„ …rneklerinden elde

edilen DNA miktar€n€ …nemli derecede etkilemedi•i bildirilmi„tir (Schwartzet al.,1991).

Yumu†ak Dokular

Tarihsel biyolojik …rneklerden ger‚ekle„tirilen ilk DNA ‚al€„malar€nda yumu„ak

dokular tercih edilmi„tir (Higuchiet al.,1984;Pääbo, 1985). Sert dokulardan tipleme

yapman€n zor oldu•u durumlarda, varsa yumu„ak dokular kullan€larak DNA analizi

ger‚ekle„tirmek mƒmkƒn olabilir.Bir ‚al€„mada nemli bir ortamda bulunan kafataslar€ndan

DNA eldeedilememi„, kafatas€ i‚inde ‚ƒrƒmeye ba„lam€„ beyin dokular€ndan DNA analiz

edilebilmi„tir (Grawet al.,2000).

Kaynak olarak yumu„ak doku kullan€l€rsa, kontaminasyonu azaltmak amac€yla

yƒzey alt€ dokusu tercih edilmelidir.Dondurma, tek ba„€na veya sƒblimasyon(kurutma)ile

birlikte yumu„ak dokular€n korunmas€ i‚in idealdir (Nielsenet al.,1994).Kurutma i„lemi

DNA'y€ hidrolitik hasarlardan koruyabildi•i i‚in (oksidatif hasarlara hala a‚€k oldu•u

halde) kurutulmu„ yumu„ak doku, daha iyi bir aDNA kayna•€d€r. Genellikle kurutulmu„

dokulardan elde edilen aDNA, kemiklerden elde edilenden daha dƒ„ƒktƒr ve inhibit…rlerin

deizolasyonu fazlad€r (O‰Rourkeet al.,2000).Kuru …rneklerin avantaj€, suyun
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yoklu•udur. ˆƒnkƒ su bir reaktant/ortam olarak DNA‰ya zarar verir. Suyun yoklu•unda

mikrobiyolojik fonksiyonlar, enzim degradasyonu, hidroliz ve di•er kimyasal zararlar ‚ok

yava„lar (Sensabaugh, 1994).

Gr…nland‰de Qilakitsoq yerle„mesinde bulunan mumyala„m€„ beden;kaz€ ve …rnek

al€nmas€ s€ras€nda hi‚ korunmam€„, ayr€ca DNA ‚al€„malar€ ba„lat€lmadan …nce ony€ldan

fazla oda s€cakl€•€nda kalm€„t€r. Buna ra•men uygun protokollerle deriden DNA elde

edilebilmi„tir (Nielsenet al.,1994).

Di‡er Biyoarkeolojik Örnekler

Dökülen saçlar, DNA i‚eren k…kƒ de•il, sadece g…vdeyi i‚erdi•i halde, adli

olgularda kullan€lmaktad€r (Wilsonet al.,1995). Modern adli örneklerdesa‚€n

gövdesindekiDNA miktar€n€n birka‚ haftada 1ng'€n-PCR tespit s€n€r€n€n- alt€na indi•i

dƒ„ƒnƒldƒ•ƒnde; eski saç örneklerinden aDNA elde etmeolas€l€•€n€nda azald€•€ s…ylenir

(O‰Rourkeet al.,2000).Ancak sa‚lar ya da k€llar, kemi•e ve di„e g…re kontaminasyona

daha az yatk€n oldu•undan ge‚mi„e aitDNA ‚al€„malar€nda daha gƒvenilir bir materyal

olabilir (WillerslevandCooper, 2005).

Koprolit (fosille„mi„ d€„k€),nükleik asitizolasyonu için potansiyel ta„€maktad€r

(Chobeet al.,1997).Koprolitlerdenelde edilenDNA dizinleri, tür veya birey

idantifikasyonu sa•lad€•€ gibi, beslenme konusunda da bilgi verir.DNA‰n€n fe‚este a„€r€

miktardaki „ekere ba•lanmas€, DNA‰y€ stabilize ederek degradasyonu önler, ancak bu

durumayn€ zamanda PCR‰€dainhibe eder (Poinaret al., 1998).Nesli tƒkenmi„ya da

gƒnƒmƒze kadar gelmi„ hayvanlardan ikisini de bulmak veya onlardan doku …rnekleri

almak s€kl€kla zordur. Ancak tƒm hayvanlar yabani hayatta arkalar€nda kolayl€kla
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toplanabilecek fekal kal€nt€lar b€rak€r ve bunlar ‚o•unluklafosil kay€tlarda belirlenir.

Hayvanlar€n bo„alt€m maddeleri,hem kendilerine,hem de sindirdikleri di•er hayvan ve

bitkilere ait DNA i‚erir. Dolay€s€yla yabani hayvanlardan noninvazif y…ntemlerle rutin

…rnek almak i‚in fe‚es kullan€labilir.Arkeolojik kaz€larda bulunankoprolitlerdende

benzer „ekilde DNA analizleriyap€labilir. Moleküler koproskopi ile beslenme

al€„kanl€klar€ ve son buzul d…neminden …nce, d…nem boyunca ve sonras€ndaki ‚evre

‚al€„€labilir.Ara„t€rmalarinsan koprolitlerine kadar geni„letilebilir, böylece sadece

sindirilen bitkiler de•il, hayvanlar da belirlenebilir(Pääboet al.,2004).

Jeolojik kay€tlar, ya„amda var olmu„ ancak „u anda bulunmayan her tƒrlƒ bilgi i‚in

tek delildir. Hayvanlara ve bitkilere ait fosillerden moleküler verilerelde edilebilir.

Fosillerdeki molekƒllerin, hƒcrelerin ve dokular€n kimyasal …zellikleri; korunma kadar

diyagenez ve degradasyonun kimyasal ve molekƒler sƒreci ile ilgili bilgi sa•lar.

Paleontoloji kapsam€nda organizmalar€n kal€nt€lar€, k€s€mlar€ ve ƒrƒnlerini inceleyen

tafonomi de yerini alm€„t€r(Schweitzeret al.,2008).Tafonomi, ölümden sonra

organizmay€ de•i„tiren, insan, hayvan veya do•al etkenlerin sebep oldu•u fiziksel ve

kimyasal olayd€r ve …rneklerin al€nmas€yla laboratuvar analiziaras€nda kritik bir ba•

olu„turur (Stodder, 2008).Diyagenezile ilgili faktörler tafonomi içinde incelenir

(Schweitzeret al.,2008).Herbaryum örnekleri,kimyasal koruyucularla veyayüksek

s€cakl€k ile muamele edilmeyip, havada kurumaya b€rak€ld€•€nda, daha fazla DNAiçerme

olas€l€•€na sahiptir(TaylorandSwann, 1994).

Bitki tohumlar€ …zel yap€lard€r, ana bitkinin …lƒmƒnden sonra bile uzun sƒre

embriyolar€n€n genetik materyalini korur. Bu sebeple bir bitki tohumunun hƒcreleri en k…tƒ

‚evre „artlar€na bile adapte olur.E•er tohum kuru ‚evrede saklan€rsa, d€„ g…rƒnƒ„te kayda
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de•er bir farkl€l€k olmadan kendili•inden mumyala„€r. Yƒzy€llar sonra koyu k€rm€z€ms€

kahverengi halini al€r, ancak yap€s€n€ hala korumaktad€r (Rollo et al., 1994a).Tohumlar€n

arkeolojik bulgular€, eski uygarl€klar hakk€nda …zellikle ekinlerin yeti„tirilmesi,

tüketilmesi, ticaretinin yap€lmas€ ve yerle„im i‚indeki depo alanlar€n€n belirlenmesiile

ilgili bilgi ler verir (Çilingir, 2009).

Molekƒler genetik arkeolojide bir ileri ad€m da,kutuplardatiyal tabakas€nda

(devaml€ don alt€nda kalan toprak alt tabakas€)bulunan sedimentlerinincelenmesidir.

Yeryüzünün %20-25‰inde (Rusya ve Kanada‰n€n %50‰si, Alaska‰n€n %82‰si, ˆin‰in

%20‰si ve Antarktika‰n€n ‚o•unlu•u) g…rƒlen tiyal tabakas€, evrimsel ve filogenetik

‚al€„malar i‚in …nemli bir kaynakt€r(Mitchell et al.,2005).Çünkü sedimentlerPCR ile

‚o•alt€labilenDNA içerir. Tarihi 300.000› 400.000 y€l geriye giden sedimentten bitkinin

kloroplastDNA‰s€ ve yar€m milyon y€l …ncesine ait sedimentten bakteriDNA dizinleri

elde edilmi„tir (Pääboet al.,2004). Sedimentlerdeki DNA zaman içindeki fauna ve flora

hakk€nda bilgi verir (WillerslevandCooper, 2005). Ancak bu sedimentlerinfarkl€DNA

dizinleri içermesi, koprolitlerin ve sedimentlerin analizinde tahmin edilemez bir

karma„€kl€k da yaratm€„t€r. Tabakalar aras€nda suyun sƒzƒlmesiyle ne tƒr bir par‚ac€k veya

molekƒl hareketi oldu•unu bilmek imk‡ns€zd€r. Bu sebeple herhangi bir dizinin

tarihlendirilmesi, sediment düzeyi tarihlendirilse bile belirsizdir. Ayr€ca sedimentlerdeki

DNA dizinlerinin koprolite nas€l ge‚ti•i de bilinmemektedir. Bu yƒzden, kemik ve di„lerin

ilgili hayvan€n sadece bir mtDNA dizinini verebilme avantaj€ oldu•u halde, ‚ok say€da

farkl€ mtDNA dizini veren koprolitler ve sedimental …rnekleryorum 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. ˆƒnkƒ
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segmentler ‚ok say€da bireyden veya di•er tƒrlerden gelmi„ olabilir (Pääboet al.,2004).

Hemen hemen „effaf, rengi a‚€k sar€dan yakut k€rm€z€s€na kadar de•i„en, kolay

k€r€labilir, fosille„mi„ veya yar€ fosille„mi„ bir re‚ine olan kehribara g…mƒlƒböceklerde ve

bitkilerde de DNA dizinleri ‚al€„€lm€„t€r (Poinaret al.,1994). Miyosen bitkilerinden ve

kehribara g…mƒlƒ …rneklerden sonu‚ elde edilemeyen olgular da bildirilmi„tir. Miyosen

bitkilerindeki lignin ve kehribara g…mƒlƒ b…ceklerdeki kitin gibi di•er molekƒllerin

korunmam€„ olmas€ da, bu fosillerdeki DNA‰n€n varl€•€n€ tart€„mada kullan€lm€„t€r (Pääbo

et al.,2004).

Reeseve ara„t€r€c€lar€(1996) taraf€ndan yap€lan bir ‚al€„mada, ge‚mi„teki Teksas

piktograflar€nda (resimyaz€) pigment ba•lay€c€ olarak kullan€lan ya•€n, hayvansal

(‚ifttoynakl€lar) k…kenli oldu•u ortaya ‚€kar€lm€„t€r.

Marotave meslekta„lar€(2002), eski ‚a•lardayazma materyali olarak kullan€lan

papirüslerle (Cyperus papyrus) DNA bozulma oran€n€ incelemi„tir.0› 100ya„€ndaki

modern ve1300› 3200y€ll€k tarihi M€s€r papirƒslerininkloroplast DNA‰lar€ ile yap€lan bu

‚al€„maya g…re, materyaldekiDNA‰n€n yar€ …mrƒnƒn19› 24 y€l oldu•u;son DNA

par‚alar€n€npapirüsün üretilmesindenen fazla532› 672y€lsonra ortadan kaybolaca•€ ifade

edilmektedir.Ka•€t€n bulunmas€ndan …nce d…rt yƒzy€l kullan€lm€„ birdi•er yazma

materyali olan par„…men, hayvan derisinden haz€rland€•€ i‚in de•erli bulunmaktad€r.

Ancakk€r€lmas€, par‚alanmas€, da•€lmas€ s€kl€kla s…z konusudur. Tarihsel ve paleografik

incelemeleriçin yaz€lar€n yorumlanmas€ndan …ncepar‚alar€n birbiriyle birle„tirilmesi

gereklidir. Bazen par‚alar ‚ok say€dad€r veait oldu•u sayfalar€ belirlemek mƒmkƒn

olamayabilir.Hayvan kaynakl€ bu materyallerin degrade DNA‰s€ ile molekƒler analizler

durumu a‚€kl€•a kavu„turur (Hummel, 2003; Poulakakiset al.,2007).
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Arkeolojik kaz€larda kronoloji, toplumun kültürü ve üretim stratejileri gibi önemli

bilgiler elde etmeyi sa•layan, ‚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…sterebilece•i gibi, aletlerin kullan€lma ama‚lar€ hakk€nda da fikir verebilir.

Etiyopya‰da rutin olarak ta„ aletler kullanan modern bir grup taraf€ndan ƒretilmi„ ta„lar€n

etno-deneysel arkeolojik ‚al€„mas€nda, ƒreticilerden de•i„ik a„amalarda ta„ aletler

toplanm€„, ba„ar€yla DNA ‚o•alt€labilmi„tir. Ancak ara„t€rmac€lar „una dikkat ‚ekerler;

hem aletin ƒreticisi hem de kullan€ld€•€ tƒrlerden DNA ‚o•alt€labilmi„, ancak aletin

kullan€m€yla ilgiliolmayan DNA‰n€n varl€•€ da belirlenmi„tir(Kimuraet al., 2001).

Wyoming (ABD) eyaletindeki bir arkeolojik alanda elde edilen 24 ta„ alet, ƒzerinde

bulunabilecek DNA i‚in analiz edilmi„ ve kaz€da ‚€kar€lm€„ kemiklerle kar„€la„t€r€lm€„t€r.

Dokuz alette DNA‰ya rastlanm€„t€r. Hatta aletlerden birinde ƒ‚ tƒre (köpek, geyik ve evcil

kedi) ait DNA tespit edilmi„tir. Evcil kedi bulunmas€ ilgin‚tir, ‚ƒnkƒ alana …zgƒ bir tƒr

de•ildir, dolay€s€yla kaz€ yapanlardan birinden bula„ma ihtimalini dƒ„ƒndƒrmektedir.

K…pek DNA‰s€ da benzer „ekilde yorumlanabilirken, geyik için durum farkl€d€r.Di•er

verilerle birlikte ah„ap ve deriden yap€lm€„ bu aletin geyiklerin postunu ay€rmada

kullan€lm€„ olabilece•i veya sakland€•€ geyik derisi k€n€ndanbula„t€•€akla uygun

gelmektedir (Shankset al.,2005).

Geˆmi†e ait DNA‰n„n Biyokimyasal Özellikleri

Uzun y€llar farkl€ ‚evre „artlar€na maruz kalan biyoarkeolojik örneklerde DNA,

…lƒmden sonra endojen nƒkleazlar taraf€ndan par‚alanmaya ba„lar. H€zl€ kurutma, dƒ„ƒk

s€cakl€klar veya yƒksek tuz deri„imleri gibi durumlarda, nƒkleik asitlerintamam€
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par‚alanmadan …nce nƒkleazlar bozulur veya inaktif hale gelir. Bu durumda bile, yava„ da

olsa devam eden di•er olaylar DNA‰y€ etkiler (Hofreiteret al.,2001). DNA iplikleri k€r€l€r,

bazs€z, yanl€„ veya ‚apraz ba•lanan b…lgeler olu„ur, deaminasyon ƒrünleri meydana gelir

(Willerslev andCooper, 2005). Bu molekƒler degradasyon, DNA miktar€n€ ‚o•altmay€

engeller. Ayn€ zamanda organik PCR inhibit…rleri de ‚o•altma s€ras€nda DNA ile yar€„€r

(O‰Rourkeet al.,2000).

Arkeolojik kal€nt€lardan izole edilen DNA‰da en belirgin hasar tipi, genellikle 100›

500 baz çifti aras€nda k€sa par‚alara degradasyondur. Boyuttaki azalma, hem …lƒmden k€sa

bir sƒre sonra ba„layan enzimatik olay, hem de tek ipli•i olu„turan fosfat-„eker iskeletinde

fosfodiester ba•lar€n€n hidrolitik par‚alanmas€ sebebiyle meydana gelir. Azot bazlar€ ile

„eker aras€ndaki N-glikozil ba•lar€ da hidrolitik par‚alanmaya maruz kal€r ve bazs€z

b…lgelerle sonu‚lan€r (šekil 2). Bir nƒkleotid yok oldu•unda, DNA yeni bir kimyasal

düzenlemeye girer ve baz kayb€ndan neredeyse daha yava„ veya onunla ayn€ oranda iplik

k€r€lmas€ meydana gelir(Pääboet al.,2004). Hidroliz oran€suyun varl€•€nda s€cakl€k ve

pH ba•€ml€ oldu•u halde, Guanin ve Adenin (depurinasyon), Timin ve Sitozine

(deprimidasyon)göre 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, 1993).Hidrolitik depurinasyon oran€n€ etkileyen temel fakt…rler,

pH, su miktar€ ve s€cakl€kt€r. †lk ikisi kemikte daha az …nemlidir, ‚ƒnkƒhemkemikpH=4›

9 aras€nda tamponlamaetkisi g…sterir, hem de porlar€nda•€l€m€ su ge‚i„ini sa•lar. Derine

g…mmek, s€cakl€kfarkl€l€klar€n€ y€ll€k bir ortalamada dengeledi•i i‚in s€cakl€k DNA

korunmas€nda temel rol oynar (Smithet al.,2001; 2003).
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•ekil 2. Post-mortemDNA de•i„imlerinde hidrolitik hasar ile iplik kopmalar€n€n meydana
gelmesi. (A) Fosfodiester iskeletinin do•rudan ayr€lmas€. (B) Bazs€z b…lgelerde
depurinasyon. (C) šeker iskeletinin ayr€lmas€ (WillerslevandCooper, 2005).

DNA polimerazlar€n€n uzamas€n€ engelleyen baz€ DNA modifikasyonlar€nda

moleküllerin amplifikasyonu mümkƒndƒr, ancak PCR s€ras€nda yanl€„ bazlar€n dahil

edilmesi s…z konusu olabilir. Bunun en fazla g…rƒlen „ekli, s€ras€yla hipoksantin, urasil,

timin ve ksantin olu„turanadenin, sitozin, 5-metilsitozinve guanin bazlar€ndan amino

gruplar€n€n hidrolitik kayb€d€r.Adenin (hipoksantin), sitozin (urasil), 5-metil sitozin

(timin) i‚in deaminasyon ƒrƒnleri; DNA polimeraz taraf€ndan sentezlenen yeni DNA

ipliklerinde yanl€„ bazlar€n yerle„tirilmesine (G yerine A,T yerine C) sebep oldu•undan,

aDNA amplifikasyonlar€yla yak€ndan ilgilidir (šekil 3) (Willerslev andCooper, 2005).

Hidroliz

az…rnek molekƒl / k€sa par‚alar

kontaminasyon / k€sa PCR ƒrƒnleri
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•ekil 3. Post-mortem DNA de•i„imlerinde oksidatif ve hidrolitik baz modifikasyonlar€ (i)
bloke edenler (ii) yanl€„ kodlamaya sebep olanlar (Willerslev andCooper, 2005).

DNA dizinlerinin uzunlu•u, sadece iplik kopmalar€yla de•il, ayn€ zamanda Taq

polimeraz taraf€ndan DNA ipliklerinin uzamas€n€ blokeeden lezyonlarla da belirlenir. Bu

tip birçok zarar, radyasyondan kaynaklanan peroksit (-O2), hidrojen peroksit(H2O2) ve

hidroksil (-OH) gibi serbest radikaller taraf€ndan uyar€l€r (Pääboet al.,2004). Oksidasyon

ad€ verilen bu olay, sudan gelen hidroksilin veya sƒperoksit radikallerinin bazlar€

de•i„tirmesi veya heliks yap€y€ bozmas€ olarak tan€mlan€r (O‰Rourkeet al.,2000).Gƒne„

€„€•€ (UV), oksidasyona sebep olan serbest radikalleri artt€r€r (Bollonginoet al.,2008).

Mitokondriler oksijen metabolizmas€n€n merkezi oldu•u i‚in, oksidasyon nƒkleere g…re

mitokondriyal DNA'y€ daha ‚ok etkiler (O‰Rourkeet al.,2000).Oksidatif hasar€nbelli

ba„l€ b…lgeleri, „eker-fosfat iskeleti ve azotlu bazlar, …zellikle halka par‚alanmas€na do•ru

Bloklama Yanl€„ kodlama

5-Hidroksi 5-Metil
hidantoin

5-Hidroksi hidantoin

Adenin Sitozin

Hipoksantin Urasil

yanl€„ baz ba•lanmalar€

dizin hatalar€kimerik dizinler

Oksidasyon / Hidroliz
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giden pirimidinvepƒrinler aras€ndaki ‚ift ba•lard€r (Hofreiteret al.,2001;Pääboet al.,

2004).Pirimidinler, özellikle Timin, oksidatif hasara pürinlerden daha duyarl€d€r.

Pirimidinlerin %10‰u oksidatif hasar sonucu de•i„mektedir(Pääbo, 1989).Oksidize

pirimidinler olan hidantoinler, DNA polimerazlar€ bloke ederek PCR s€ras€nda uzamay€

engeller (Hofreiteret al.,2001). Bu sebeple hidantoinlerin varl€•€, izolasyonve

amplifikasyon ba„ar€s€ ile ters orant€l€d€r (H…sset al.,1996).

Bir di•er hasar tipi de, DNA polimeraz€ bloke eden ve aDNA preparatlar€nda

elektron mikroskobu ile do•rudan g…zlemlenebilen ‚apraz ba•lard€r (P••boet al.,2004).

Bunlar, protein veya nükleik asitlerdeki birincil aminogruplar€ ile „ekerler aras€nda

yo•unla„ma reaksiyonlar€ ile meydana gelen Maillard ƒrünlerinin olu„umuna sebep olur

(šekil 4). Nƒkleik asitleri ba•layan Maillard ƒrƒnleri, di•er inhibit…rler (humik asit, fulvik

asit) gibi, ‚o•unlukla DNA izolatlar€n€n kahverengi olmas€na sebep olur. Bu bile„ikler,

agaroz jelde UV €„€k alt€nda mavi floresans verir (P••bo, 1989; Tuross, 1994; Hanniet al.,

1995; Kalmaret al.,2000; KolmanandTuross, 2000).Bunlar sƒlfid i‚erdi•inden, 600 baz

‚iftinden kƒ‚ƒk DNA par‚alar€ ile kar„€la„t€r€labilir h€zda agaroz jelde yƒrƒr (Golenberg,

1994).Maillard ƒrƒnlerini par‚alayan bir ajan, …rne•in N-fenilaçiltiazolyum bromid(PTB)

ile muamele; amplifikasyona ba„ka tƒrlƒ cevap vermeyen baz€ …rneklerden DNA

dizinlerini ‚o•alt may€ sa•lar (Pääboet al.,2004). Donmu„ sedimentlerden elde edilen eski

DNA dizinlerinde ‚apraz ba•lar€n, iplik kopmalar€ndan daha etkili oldu•u belirlenmi„tir

(Hansenet al.,2006).Pääbo(1989) eski DNA‰da yƒksek miktardaoksidatif hasar ve

‚apraz ba•lar oldu•unu g…stermi„tir.
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•ekil 4. Post-mortemDNA de•i„imlerinde‚apraz ba•lar€n olu„mas€. (i) Alkilasyon ile
iplikler aras€nda ‚apraz ba•lar olu„mas€. (ii) Maillard reaksiyonu ile molekƒler ‚apraz
ba•lar€n olu„mas€(Willerslev andCooper, 2005).

Degradasyon olaylar€ hƒcrelerin içinde sürekli olarak devam eder, ancak

‚ekirdekteki DNA tamir mekanizmalar€ ile kontrol alt€ndad€r. –lƒm sonras€nda bu ve di•er

degradatif olaylar birikmeye ba„lar.Eski DNA'n€n eldesi ve amplifikasyonu, mümkün

oldu•unda, 300› 500 baz ‚iftinden az uzunlukta ve birka‚ bin y€ll€k veya daha az ya„ta olan

…rneklerle s€n€rl€d€r (O‰Rourkeet al.,2000).Pääbo(1989) ise, 140 baz çiftinden daha uzun

par‚alarda amplifikasyonun ba„ar€s€z oldu•unu belirtmi„tir. Ancak arkeolojik materyalin

korunmas€ i‚in degradasyon mekanizmalar€ ile ilgili bilgilerartt€r€lmal€d€r (Janset al.,

2002).

Ara„t€r€c€lar, uzun sƒreli ‚evresel s€cakl€kla DNAizolasyonu ve amplifikasyon

ba„ar€s€ aras€nda ters bir ilgi kurmu„lard€r (H…sset al.,1996; Pääbo, 1989; Poinaret al.,

1996). S€cakl€ktaki 20žC'lik dƒ„ƒ„, baz degradasyonunu 10-25 kat azalt€r (H…sset al.,

1996). Tuross (1993, 1994)bozulman€n…lƒm sonras€ hemen ba„lad€•€n€, ancaken az€ndan

kemik örneklerindehidroksiapatite ba•lanan DNA'n€n stabilizasyonundan dolay€,

Alkilasyon / Maillard Reaksiyonu

†plikler aras€ ‚apraz ba•lar Molekƒller aras€ ‚apraz ba•lar

Amplifikasyon olmaz

Kontaminasyon
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hidrolitik depurinasyon oran€n€n iki kat yava„lad€•€n€ …ne sƒrmektedir. Lindahl‰e(1993)

göre, DNA‰n€n tƒmƒyle hidrolitik hasara u•ramas€fizyolojik tuz konsantrasyonlar€, n…tral

pH ve 15ºC s€cakl€kta 100.000 y€l alacakt€r.

PCR inhibit…rlerinin bƒyƒk ‚o•unlu•u taninler, humik asit, fulvik asit ve di•er tƒm

bilinen toprak kaynakl€ degradasyon ƒrƒnleridir (Hummelet al.,1992; Tuross, 1994,

O‰Rourkeet al.,2000). Bunlar fenol tƒrevli olduklar€ i‚in, fenol-kloroform ekstraksiyonu

ile uzakla„t€r€labilirler. Tuross (1994),260› 280nm‰de absorbans …l‚tƒ•ƒ …rneklerde fulvik

asitin, DNA‰ya g…re daha fazla emici oldu•unu belirlemi„tir, dolay€s€yla DNAizolatlar€n€n

240, 260 veya 280nm‰de absorbans€ …l‚ƒldƒ•ƒnde fulvik asitlerin varl€•€ kolayl€kla

görülebilir.Tuross‰un (1994) belirtti•ine g…re;100ng fulvik asit, Taq polimeraz€n hedef

ald€•€ kontrol LambdaDNA‰n€n amplifikasyonunu tamamen inhibe eder.

Eski DNA'n€n elde edilmesi y€k€c€ bir sƒre‚ oldu•u i‚in eski DNA izolasyonu ve

amplifikasyonu giri„imlerinde uygun belirte‚leri incelemek ‚ok …nemlidir. Nƒkleik asit

degradasyonu bir‚ok „ekilde tespit edilebilir (O‰Rourkeet al.,2000). Genel olarak

proteinlerin korunmu„ olmas€, …rnekte benzer dƒzeyde korunmu„ DNA beklenebilece•ini

gösterir (KolmanandTuross, 2000). Aminoasit rasemizasyonu bir ba„ka y…ntemdir. Canl€

organizmalardaki tüm proteinler sadece L-aminoasitlerden olu„ur, ancak L-formundan D-

formunapost-mortemd…nƒ„ƒm(rasemizasyon) denge olu„uncaya kadar (D/L=1) devam

eder.Fosil örneklerindeve kemiklerdeproteinlerin zaman içinde degradasyonu ile hem D-

hem de L- aminoasitlerin varl€•€ g…sterilmi„tir (Schwartzet al.,1991, Poinaret al.,1996).

Aspartik asit (Asp) rasemizasyonu neredeyse DNA depurinasyonuna yak€nd€r ve bu

sebeple DNA'n€n korunmu„ oldu•unun iyi bir belirtecidir.Aminoasit rasemizasyonu,

DNA'n€n depurinasyonu gibi, s€cakl€k ve suyun varl€•€ndan etkilenir.Yüksek oranlarda
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rasemizasyon tespit edilen …rnekler, k€sa DNA par‚alar€ vermeye e•ilimlidir. Bir ‚al€„mada

Asp D-formunun Asp-L formunu %8'den fazla a„t€•€ …rneklerdeDNA elde edilememi„ ve

‚o•alt€lamam€„t€r(Poinaret al.,1996).

Smithve meslekta„lar€(2001), ge‚mi„e ait …rneklerde termal ya„ kavram€ndan

bahseder.S€cakl€k 10ŸC‰de sabittutuldu•unda DNA degradasyonununolmas€ i‚in ge‚en

sƒre olarak tan€mlanan termal ya„, ‚…zeltide tahmin edilen DNA depurinasyonunun bilinen

s€cakl€k ba•l€l€•€n€ kullanarak farkl€ b…lgelerin kronolojik ya„€n€ bireysel termal ge‚mi„ine

göre ayarlar.Termal ya„€n kullan€m€ iki varsay€madayan€r:DNA depurinasyonu DNA

degradasyonu için anahtar yoldur, depurinasyon için aktivasyon enerjisi s€cakl€k ba•€ml€d€r

(Smithet al.,2003). DNA korunmas€ i‚in s€n€r€n, 10ŸC‰de yakla„€k 19.000 y€l oldu•u

tahmin edilmektedir(Chilverset al.,2008).

Hansenve meslekta„lar€na (2006) g…re, aminoasit rasemizasyonu ve termal ya„ gibi

yöntemlerleDNA‰n€n uzun sƒreli korunmas€n€ belirlemekimk‡ns€z oldu•undan, bakteriyel

DNA‰n€n durumu, …rne•in saklanma ko„ullar€ gibi daha ger‚ek‚i„artlar i‚in hasar

oranlar€n€n ara„t€r€lmas€ gerekir. Ayr€ca gaz kromatografisi / kütle spektrometrisi, önemli

miktarlarda de•i„mi„ DNA bazlar€n€ belirlemek i‚in kullan€labilir (H…sset al.,1996).

Yƒksek performansl€ likit kromatografisi analizleriyle pirimidin kay€plar€ belirlenebilir

(Mitchell et al.,2005).

Kromozomal DNA ‚al„†malar„

Nükleer DNA(nuDNA) analizlerinde 1985 y€l€na kadar kullan€lan par‚ac€k

uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) iles€n€rl€

özellikte (sadece taze ve ‚ok miktarda) …rnekten DNA ‚al€„€labilmi„tir.Kary Mullis
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taraf€ndan tan€mlananPolimeraz Zincir Tepkimesi (Polymerase Chain Reaction, PCR),çok

az miktarda olan …rneklerden DNA ‚al€„€lmas€n€ mƒmkƒn hale getirmi„tir(Mullis et al.,

1986;Mullis andFaloona, 1987). PCR,bir biyolojik örnekteki belirli DNA bölgesinin

miktar€n€ artt€rmak i‚in genel bir teknik olup, zaman i‚inde ilerleyen teknolojiyle birlikte,

temeli PCR‰a dayananbir‚ok sistem geli„tirilmi„tir. PCR temelli tƒm sistemler, …zellikle

eski,s€n€rl€miktardaveya degrade örneklerden DNA analizinde ba„ar€ya ula„€lmas€n€

sa•lam€„t€r (RudinandInman, 2002).

Alec Jeffreys taraf€ndan1985‰tegenomda varl€•€ ke„fedilen tekrar b…lgelerinin

say€lar€n€n ki„ileri aras€nda farkl€ oldu•u ortaya ‚€kar€lm€„ veilk kez iki cinsel sald€r€

cinayetinin ‚…zƒlmesinde kullan€lm€„t€r(Jeffreyset al.,1985;Saferstein, 2004).Genomda

farkl€ ‚e„itlerdeki tekrar bölgelerinden biriolan basit dizin tekrarlar€,Šminisatellit‰

(de•i„ken say€da ard€„€k tekrarlar,Variable Number of Tandem Repeats, VNTR)ve

Šmikrosatellit‰(k€sa ard€„€k tekrarlar, Short Tandem Repeats, STR)olarak bilinir.

Dinƒkleotid tekrarlar€n€n, aDNA tiplemesinde gƒvenilir nƒkleer DNA dizinleri olmad€•€

g…sterilmi„tir (Ramoset al.,1995).Hummel ve meslekta„lar€(1999), tarihsel örneklerde

ayn€ anda d…rt STR lokusundan fazlas€n€n ba„ar€yla ‚o•alt€lamad€•€n€, ancak kendi

‚al€„malar€yla dokuzSTR lokusunuayn€ andaanaliz edebildiklerini bildirmi„tir. Eski

örneklerdedegradasyondan dolay€, bƒyƒk boyutlu STR‰lerin‚o•alt€lmas€ndagenellikle

ba„ar€ sa•lanamam€„t€r. Ancak kromozomal DNA i‚in 300 veya daha fazla baz ‚ifti

uzunlu•unda par‚alar€n korunabildi•idegösterilmi„tir (Hummelet al.,1999).Von

Wurmb-Schwarkve meslekta„lar€na(2004)göre STR analizi için 100pg eski DNA

gereklidir.Degrade …rneklerden STR ‚al€„malar€nda PCR d…ngƒlerine ba•l€ olarak …rnek

ve enzim konsantrasyonlar€n€n ayarlanmas€, ayr€ca profillerin yorumlanmas€nda dƒ„ƒk
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düzeyde sinyalleral€nd€•€nda …rne•in yeniden analiz edilmesi için stratejiler içeren

k€lavuzlar€n olu„turulmas€ve ki„ilerin dikkatli yorumlamas€ ile birlikte bilgisayar

yaz€l€mlar€ da kullanmas€ …nerilmektedir (Schneideret al.,2004).

Son y€llardagelenekselotozomalSTRprimerlerinin tekrar dizinine daha yak€n

b…lgelerden ba•lanmas€ sa•lanarakboyutlar€küçƒltƒlmƒ„ ve daha k€sa tekrar b…lgeleri elde

edilerek bunlarãmini -STR™ad€ verilmi„tir.Günümüzdestandardize edilerek kullan€ma

sunulmu„ticari kitlerle farkl€ say€lardamini-STRlokusununayn€ anda analizedilebilmesi

mümkündür. Mini -STR‰ler, ‚ok k€sa olmalar€ndan dolay€, özellikledegradeörneklerin

analizinde tercih edilmektedir.Bu sebeple, mini-STR‰ler …zellikle kemikve saç

örneklerinden DNA analizindes€kl€kla kullan€lmaktad€r(Butleret al.,2003; Cobleet al.,

2006; Opelet al.,2006; Pizzamiglioet al.,2006;Asamuraet al.,2007a, Fondevilaet al.,

2008). Yeni mini-STR‰lerin olu„turulmas€ ‚al€„malar€ halen devam etmektedir (Cobleet

al., 2006).Hatta degrade örneklerden Y-STR bölgelerinin analiziiçin mini Y-STR

sistemleri degeli„tirilmi„tir (Asamuraet al.,2007b).EDNAP (Avrupa DNA Profilleme

Grubu) ve ENFSI (Avrupa Adli Bilimler Enstitƒleri A•€), aDNA analizlerinde ba„ar€ i‚in

STR‰lerin giderek kƒ‚ƒlmesi gerekti•ini …nermektedir (Dixonet al.,2006).

Genomun belirli noktalar€nda bireyler aras€ndaki baz farkl€l€klar€, tek nƒkleotid

polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) olarak adland€r€l€r.Bir bireyde hem

‚ekirdek DNA‰s€nda, hem de mitokondriyalDNA‰damilyonlarcabulunabilenSNP‰ler,

adli bilimler a‚€s€ndan ki„ilerin birbirinden ay€rt edilmesini sa•lar.SNP analizi için birçok

teknik vard€r, ancak gƒnƒmƒzde halen ayn€ anda ‚ok say€da SNP‰nin ayn€ anda

belirlenmesi i‚in sistemler geli„tirilmeye devam edilmektedir (Butler, 2005).

SNPkullan€m€n€n adli bilimlerdeki temel amac€, güçlü PCR inhibitörlerinden veya
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degrade …rneklerden kƒ‚ƒk PCR ƒrƒnleri olu„turmakt€r. Analiz edilecek hedef b…lge

STR‰lerdeki gibi20› 60 nƒkleotid de•il, sadece bir tek nƒkleotid i‚erdi•inden, PCR

ürünleri de küçük › k€sa olur ve analizde ba„ar€ sa•lan€r (Butler, 2005).†skelet kal€nt€lar€

gibi degrade örneklerdedi•er y…ntemlerle birlikteSNP analizleri de kullanarak

idantifikasyon yap€lanolgular bulunmaktad€r (Larcombeet al.,2005;Fondevillaet al.,

2008).

Cinsiyet Kromozomlar„

Cinsiyetin antropolojik y…ntemlerle belirlenmesi, tam bir iskeletin varl€•€nda zor

de•ildir, ancak ‚o•unlukla iskelet par‚alar€n€n bulunmas€ s…z konusudur. –rne•in u‚ak

kazalar€nda kemikler bir‚ok par‚aya ayr€l€r ve sadece ‚ok kƒ‚ƒkbir parça bulunabilir

(†„can, 2001). Bebek ve ‚ocuk iskeletlerinde antropolojik ‚al€„malarla cinsiyet tayini ‚ok

zordur, tek çözüm DNA analizleridir(Colsonet al.,1997; Mergenand†„can, 2007; Arslan

et al.,2008).

Cinsiyetin moleküler düzeyde tayini; adli örneklerde,idantifikasyon için toplumun

%50‰sinin d€„lanmas€n€ sa•larken, arkeolojik örneklerdeantropolojik ölçümlerle elde

edilen bilgilerin teyit edilmesineimkânverir. Bu amaçlaönceleri Y kromozomuna özgü

dizinlerin amplifikasyonu kullan€lm€„t€r. Bu, cinsiyet tayininde ilk moleküler genetik

yöntemdir (HummelandHerrmann, 1991; 1994). Günümüzde iseinsanlarda 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 yapmay€ sa•layan Amelogenin lokusu kullan€l€r. Lokus, sadece

X kromozomunda 6 baz ‚iftlik bir delesyon g…sterdi•inden, analiz sonunda kad€nlarda

(XX) sadece bir ürün(X), erkeklerde(XY) ise biri di•erinden alt€baz daha k€sa iki ƒrƒn(X
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ve Y) görülür (RudinandInman, 2002).Colsonve meslekta„lar€(1997), tek kopya

say€s€ndan dolay€ amelogenin sisteminin ba„ar€ sa•lamad€•€n€, bu sebeple sekiz yeni

do•mu„, bir gen‚ yeti„kin bireyde genetik cinsiyeti belirlemek i‚in Y kromozomundan

yararland€klar€n€ belirtmi„tir.Matheson ve Toy (2001), Amelogenin ile birlikte X ve Y

kromozomlar€ndaki alfoid tekrarlar€n€ kullanarak genetik cinsiyet tayini ger‚ekle„tirmi„,

Amelogenin‰in ‚o•alt€lamad€•€ alt€ olgudan be„inde alfoid tekrarlar€n€n sonu‚ verdi•ini

belirtmi„tir. Amelogenin‰deki Y kopyas€n€n delesyonu sebebiyle kad€n olarak tespit

edilebilecek erkeklerin, do•ru cinsiyetlendirilmesi i‚in Y kromozomunda cinsiyet

belirleyici bölge(Sex-determiningRegion ofY-chromosome, SRY) ‚al€„€labilir.Drobnic

(2006) taraf€ndanSRY bölgesi analizleri i‚in yeni primerler …nerilmi„tir.Cinsiyet

kromozomlar€, cinsiyet tayini d€„€nda ta„€d€klar€, gonozomal STR ve SNP b…lgeleriyle

idantifikasyona da yarar.Ayr€ca g…‚ yollar€ ‚al€„malar€na katk€ sa•lar (Butler, 2005).

Otozomal DNA incelemeleri, her bireyin genlerinin yar€s€n€ annesinden, di•er

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•€ temsil etti•i g…z …nƒnde bulundurulmal€d€r. Ayr€ca bu

analizlerde genotipten de•il, haplotipten bahsedilir, ‚ƒnkƒ her birey i‚in tek bir alel vard€r

(Butler, 2005).Bir bireydeki dizin ‚e„idi Šhaplotip‰, birbiriyle ba•lant€l€ haplotiplerin

olu„turdu•u gruplar ise Šhaplogrup‰ olarak adland€r€l€r.

Y kromozomu ve mitokondriyal DNA ‚al€„malar€nda incelenen …zellikler, ku„aklar

aras€nda-mutasyonlar d€„€nda- de•i„meden aktar€l€r. B…ylece annenin soyunu

mitokondriyal DNA, baban€n soyunu ise Y kromozomu ile takip etmek mümkün olur. Her

ne kadar bu tip analizlerle bireylerin etkili bir „ekilde birbirlerinden ay€rt edilmesi mƒmkƒn
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olamasa da, hem Y kromozomunda bulunan Y-STR ve Y-SNP‰ler, hem de mtDNA‰da yer

alan SNP‰ler adli bilimlerde ‚ok …nemli bir yer tutar (Butler,2005).Y kromozomu ve

mitokondriyal DNA, modern insanlar€n evrimsel k…keni ve dƒnyaya yay€lmaya

ba„lad€klar€nda izledikleri rotalar€ belirlemek amac€ylaarkeogenetikte geni„ …l‚üde

kullan€l€r (Cavalli-SforzaandFeldman, 2003).

Y kromozomu: Ayn€ soydan gelen tƒm erkek bireylerde ayn€ …zellikleri ta„€r.Adli

bilimlerde özellikle failin ‚o•unlukla erkek oldu•u cinsel su‚larda toplanan biyolojik

delillerde, sadece erke•e ait DNA‰n€n incelenmesi ve farkl€ erkeklerin birbirinden ay€rt

edilebilmesi gerekir. Bu durumda Y kromozomu ƒzerinde yer alan STR‰ler veya SNP‰ler

çok önemli bilgiler sunar.Baban€n hayatta olmad€•€ ve erkek ‚ocuklar€n s…z konusu

oldu•u babal€k olgular€nda, kay€p bireylerin ara„t€r€lmas€nda, kitlesel felaketlerde ki„i

idantifikasyonlar€nda; ailede ya„ayandi•er erkek bireylerinY kromozomlar€n€nanalizi ile

sonuca gidilmesimümkündür(Butler, 2005).

Y kromozomu ƒzerinde incelenen i„aretler, evrim sƒrecindeki g…‚ yollar€n€n

anla„€lmas€ a‚€s€ndandaçokönemlidir.Özellikle Y-SNP‰ler bu ara„t€rmalarda

haplogruplar aras€ndaki farkl€l€klar€ tan€mlamada daha idealdir. Y-STR‰ler ise

haplogruplar i‚erisinde yak€n ili„kiliverilerinayr€m€nda kullan€lmaktad€r. Y kromozomu

i„aretleri b…lgesel bir s€n€rlama e•ilimi g…stermi„, di•er bir deyi„lepopülasyona özgü

kalm€„t€r. B…ylece Y kromozomu haplogruplar€n€n belirlenmesi ile filogenetik a•a‚lar

olu„turulmu„tur (Underhillet al.,1997, Cinniogluet al.,2004). –zellikle modern insan€n

evrimi ve g…‚ yollar€n€n anla„€lmas€ a‚€s€ndan bir‚ok toplumun tek nƒkleotid polimorfizmi

‚al€„malar€ halen sƒrmektedir.
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Mitokondriyal DNA ‚al„†malar„

†nsanmitokondriyal DNA‰s€ (mtDNA), 16569 nƒkleotid ‚iftinden olu„ankapal€

halkasal bir molekƒl olup a•€r (Heavy, H) ve hafif (Light, L) olarak adland€r€lan iki DNA

iplik‚i•in den meydana gelir. Bir küçük (12S) ve bir büyük (16S) rRNA, 22 tRNA ve

mitokondriyal enerji olu„turma yolu olan oksidatif fosforilasyonun alt üniteleri olan on üç

polipeptid kodlar (Wallace, 1994). Kodlama yapmayan 1100 baz çiftlik bölümü iseileri

de•i„ken kontrol bölgesi (Hyper Variable Control Region, HVR) veya D-Loop

(Displacement Loop) olarak adland€r€l€r ve iki k€s€m i‚erir: HVRI (16024› 16365) ve

HVRII (73› 340) (Andersonet al.,1981). Bu ‚e„itlilik popülasyona özgüdür, hatta belirli

mitokondriyal i„aretlerdeki yƒksek mutasyon oranlar€ ile aile dƒzeyine kadar inebilir.

HVR‰ler bireyler aras€nda %3 farkl€l€k g…sterir, bir ba„ka deyi„le rastgele se‚ilmi„ akraba

olmayaniki ki„ide, her yüznükleotiddenüçü farkl€d€r (Stoneking, 2000).Kar„€la„t€r€labilir

yƒksek polimorfizm dƒzeylerinden dolay€, HVR‰leraDNA analizleri için genellikle çok

uygundur (Hummel, 2003). Ancak buuzunb…lge, aDNA ‚al€„malar€nda tek bir

amplifikasyon ile ba„ar€lamayaca•€ i‚in, HVR‰leri ‚o•altmada ƒst ƒste ‚ak€„an par‚alar

olu„turmaks€kl€kla tercih edilen bir y…ntemdir (Kringset al.,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 bƒyƒk boyutta bir dizin

yap€land€r€labilir (YaoandZhang, 2003).

†nsan mitokondriyal genomunun tƒm dizisi 1981'de tespit edilmi„tir (Andersonet

al., 1981). Bu ilk mtDNA dizisi, Anderson dizisi veya Cambridge Referans Dizisi

(Cambridge ReferenceSequence, CRS) olarak bilinir(Ek 1). Moleküldeki her nükleotid

numaraland€r€larak di•er mtDNA dizileriyle kar„€la„t€rmada kolayl€kla kullan€lmas€
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sa•lanm€„t€r.Daha sonra 1999 y€l€nda Andrewsve meslekta„lar€ (1999)taraf€ndan bu

dizinin yenilenmi„ hali (revised Cambridge Reference Sequence, rCRS) yay€nlanm€„t€r.

Bunun orijinal Cambridge dizisinden fark€, mtDNA dizininde dƒzeltilmi„ ve do•rulanm€„

on sekiznükleotid içermesidir(Andrewset al.,1999).

Oositsitoplazmas€yoluyla iletildi•i i‚in, anne kal€t€ml€ olan mtDNA dizininin

de•i„ebilmesi i‚in tek yol, yay€lan annesel soylar boyunca mutasyonlar€n dizinsel

birikimidir. –zellikle mitokondriyal DNA'n€n I ve II de•i„ken b…lgeleri, temelde

mitokondrilerdeki DNA tamir mekanizmalar€n€n eksikli•inden dolay€, de•i„iklikleri belli

bir oranda biriktirir. Mutasyonlar rastlant€sal oldu•undan mtDNA‰n€n kodlayan /

kodlamayan herhangi bir b…lgesindeki baz de•i„ebilir. Hatta vƒcuttaki her hƒcre yƒzlerce

mitokondri ve binlerce mtDNA i‚erdi•i i‚in mitokondriyal mutasyonlar, bütündokularda

vücut ve üremehücrelerinde meydana gelebilir. Farkl€ tip DNA mutasyonlar€n€n ve

bunlar€n hƒcre ve dokulardaki da•€l€m€n€n anlamlar€ ‚ok farkl€ olabilir. Somatik dokularda

artan mutasyonlar, hƒcresel enerji ƒretimini bozar ama bireysel olarak da yok edilir. Di„i

üreme hücrelerinde artan mutasyonlar, yeni mitokondriyal DNA polimorfizmleri veya

mtDNA bozuklu•u olarak yeni nesillere aktar€l€r. Somatik mutasyonlar, mitokondriyal

hasar€nsüresinibelirlerken, kal€t€msal mtDNA mutasyonlar€ klinik belirtilerin „iddetini ve

yap€s€n€etkiler (Wallace, 1994).

Bir mtDNA mutasyonu artt€•€nda ˜heteroplazmi™ denilen mutant ve normal

molekƒllerden olu„an intrasellƒler bir kar€„€m meydana gelir. Bunu takiben mutant ve

normal mtDNA‰lar mitoz ve mayoz replikasyon s€ras€nda yavru hƒcrelere rastgele

da•€ld€•€ i‚in mutant ve normal molekƒllerin yƒzdesi ya saf mutant ya da saf normale

do•ru hƒcre i‚inde sƒrƒklenir ki; bu da ˜homoplazmi™ olarak adland€r€l€r (Wallace, 1994).
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Heteroplazmi ƒ‚ dƒzeyde olabilir: Bir hƒcre sadece homoplazmik mtDNA ta„€r; bir hücre

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€m€, gƒnƒmƒzde kesin olarak bilinmemektedir. Dolay€s€yla heteroplazmi, mtDNA

tipleme sistemleriyle her zaman belirlenemese de, bütün bireylerin bir dereceye kadar

heteroplazmik oldu•u dƒ„ƒnƒlmektedir.Farkl€ dokularda (kanda en dƒ„ƒk, saçta en yüksek

s€kl€kta), hatta ayn€ bireyin ayn€ dokular€nda bile farkl€ derecelerdeheteroplazmi görülür

(RudinandInman, 2002; Bini andPappalardo, 2005). Salasve meslekta„lar€(2001) tek bir

sa‚€n farkl€ b…lƒmlerinde farkl€ dƒzeylerde heteroplazmi bildirmi„lerdir.†nsanlarda

heteroplazmi hakk€ndaki bir‚ok ara„t€rma, hastal€klarla ba•lant€l€ mtDNA mutasyonlar€ ile

ilgilidir, ‚ƒnkƒ homoplazmi patojenik mutantlar€n ‚o•u i‚in …ldƒrƒcƒdƒr (Lutzet al.,

1999).

Yüksek mtDNA dizin ‚e„itlili• i, co•rafik olarak ayr€lm€„popülasyonlar aras€nda

belirgin olarak görülür. Bu varyasyon, ilk kez Avrupa, Asya ve Afrika‰dan toplanan

…rneklerden HpaI s€n€rland€r€lm€„ par‚a uzunluk polimorfizmlerinin (Restriction Fragment

Length Polimorphism, RFLP)analiz edilmesi sonucu …rneklerin etnik ve co•rafik k…keni

ile bir korelasyon olu„turmak i‚ingösterilmi„tir. Bƒtƒn dƒnyadaki 62popülasyondan 3065

mtDNA‰daki AvaII, BamHI, HaeII, HpaI, HhaI ve MspIgibi yüksek polimorfik enzimlerle

restriksiyon b…lgesi farkl€l€klar€n€n analizi, insan mtDNA‰s€n€n ‚e„itlili•inin evrimi

hakk€nda birka‚temel ilkeyi a‚€•a ‚€karm€„t€r: (1)MtDNA mutasyonlar€ yay€lan maternal

yollar boyunca dizinsel olarak birikir.(2) MtDNA varyasyonu bireyin etnik ve co•rafik

kökeni ile yüksek korelasyon gösterir.(3) Ba•€ms€z restriksiyon bölgelerindeki varyantlar

ya her zaman birbirleriyle ili„kilidir ya da hi‚ ili„kili de•ildir ; bu da mtDNA'lar€n ‚ok az
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rekombine oldu•unu veya asla rekombinasyonun ger‚ekle„medi•inigösterir.(4) Homo

sapiensi‚in tek orijin vard€r, insanlar i‚in mtDNA a•ac€ tek koldan k€talara yay€l€r.(5)

Bireyselpopülasyonlar içinde mtDNA dizin‚e„itlili•i , Afrika popülasyonlar€ndaen

yüksek, Asya ve Avrupapopülasyonlar€nda yƒksek, Amerika yerlilerinde en dƒ„ƒktƒr.

MtDNA mutasyonlar€n€n ve dolay€s€yla dizin ‚e„itlili•inin olduk‚a sabit oranda birikti•i

farz edilirse, buH. sapiens‰in Afrika‰dan k…ken ald€•€, Asya ve Avrupa‰ya g…‚ etti•i ve

nihayet Amerika‰ya ula„t€•€ anlam€na gelir (Wallace, 1994).

MtDNA haplogruplar€n€n filogenetik grupland€rmas€n€n co•rafik …zelliklerle

uyumlu oldu•u bulunmu„; haplogruplar€n adland€rma ve frekanslar€1993 ve 1994

y€llar€ndaChen, Torroni, Wallace taraf€ndanAfrikal€lara(L), Asyal€lara (B), Avrupa/Bat€

Avrasyal€lara (H, I, J, K)ve Amerikan yerlilerine (A, B, C,D) özgüolaraktespit

edilmi„tir. Farkl€ ara„t€rmac€lar etnik toplumlardapopülasyonincelemelerini

sürdürmektedirler (Mitomap, 2009).

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 ‚al€„malar, akrabal€k analizi olarak

adland€r€l€r ve gƒnƒmƒzdeadli bilimlerdeen temeluygulamas€ babal€k testleridir.K€smen

anneden, k€smen babadan kal€t€lan DNA profilindebelirli bir STR bölgesinin alelleri aile

a•ac€na yerle„tirildi•inde, aileiçindeki ili„kiler ortaya ‚€kar (Bujdosoet al.,2003; Brown,

2006). Popülasyonda s€k rastlanmayan bir alelin istatistiksel olas€l€•€aile içindeyüksek

olsa da, ‚al€„€lan bireylerin bir lokusta dahil edildi•i bilgisi, akrabal€•€ g…stermek i‚in

yeterli de•ildir. Kesinli•i artt€rmak i‚in daha fazla STR lokusu ‚al€„€lmal€d€r, ancak analiz
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sonsuz da olmamal€, g…rƒlen ili„kilerin kabul edilebilir bir olas€l€k verebildi•i say€da b…lge

incelenmelidir (Wenk, 2004). Bir popülasyonda dƒ„ƒk frekansl€ alellerin varl€•€ artt€k‚a,

popülasyoni‚indeki yak€nl€k olas€l€•€ da artar (Boljuncic, 2007).

MitokondriyalDNA, bireyler aras€nda ili„kileri ortaya ‚€karmak i‚in kullan€lan

polimorfizmlere sahiptir, ancak ‚e„itlilik STR‰lerdeki kadar fazla de•ildir.Ancak mtDNA

sadece anneden kal€t€ld€•€ i‚in bƒyƒk …nem ta„€r. Babaya ait mtDNA d…llenme s€ras€nda

kayboldu•undan ‚ocu•un DNA i‚eri•iyle kar€„maz ve ‚ocuklarda her zaman anne ile ayn€

mtDNA g…rƒlƒr. Bireyler uzaktan ili„kili bile olsa, bu annesel kal€t€m modelianne

taraf€ndanakrabal€klar€ortaya ‚€karmay€ kolayla„t€r€r(RudinandInman, 2002).

Genetik dan€„manl€kta, ikiz ‚al€„malar€nda, bebeklerin hastanede kar€„t€•€

durumlarda, infertilite tedavisinde gamet ve embriyo birle„tirilmesinde akrabal€k analizleri

yararl€ olmaktad€r. Bu t€bbi yakla„€mlar€n …tesinde,kan akrabal€•€ ‚al€„malar€ adli

bilimlerde, varolmayan veya sonland€r€lm€„ resmi veya gayriresmi ili„kilerden do•an

‚ocuklar€n sosyal bak€mlar€n€n ƒstlenilmesinde, mal ve sosyal gƒvenlik hukukunda ve

g…‚menlik kararlar€nda ‚ok de•erlidir. Hatta insan d€„€ dƒ„ƒnƒldƒ•ƒnde, yabani hayatta

bitki ve hayvanlar€n soy i‚i ‚iftle„tirilmesinde deakrabal€k analiziönemlidir (Wenk,

2004).

Gƒnƒmƒzde var olan teknoloji ile soy ba•€ ara„t€rmas€ mƒmkƒn oldu•u gibi, bunun

k…kleri tarihe dayand€r€larak atalar€n tespiti, ait olunan k…kenin belirlenmesi de s…z

konusudur. Bir‚ok laboratuvar, belirli ƒcretler kar„€l€•€nda bireylerin genetik atalar€

hakk€nda ayr€nt€l€ bilgi sa•lad€klar€n€ iddia etmektedir. Bu kurulu„lar, yeryƒzƒnde var olan

belirli popülasyonlarla ili„kilendirilen haplogruplar€ belirleyecek DNA dizinleme

tekniklerini kullan€r. Baz€lar€ bireyin etnik ge‚mi„inin yƒzde de•erlerini verir (%35
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Avrupal€, %50 Asyal€, %15 Afrikal€ gibi). Ancak bu hizmetlerin gƒvenilirli•i tart€„mal€d€r

(Walker,2008).

DNA tiplemesinin akrabal€k analizinde kullan€ld€•€ ilgin‚ bir …rnek, 1990‰larda

Rus hƒkƒmdar ailesinin son bireyleri, Romanov‰lar€n kemiklerinde ger‚ekle„tirilen

‚al€„mad€r (Gill et al.,1994):ˆar Nicholas II, Rusya Devrimi‰nde tahttan indirilmi„ti. E„i

ÇariçeAlexandra ve be„ ‚ocu•uile birlikte hapse at€lm€„, 1918‰de doktor ve hizmet‚ileri

de dahil hepsi …ldƒrƒlmƒ„tƒ. 1991‰de komƒnizmin dƒ„mesinden sonra, cesetler

mezarlar€ndan ‚€kar€ld€ ve incelenmeye ba„land€.Mezarlardan elde edilen çocuk ve

yeti„kin kemikleri birbirine kar€„t€•€ gibi, doktor ve hizmet‚ilere ait kemikler de ay€rt

edilemiyordu. Ancak ‚ocuk kemiklerinin sadece ˆar ve ˆari‚e‰ye ait oldu•u

dƒ„ƒnƒlƒyordu. Dolay€s€yla hangi yeti„kinlerin ‚ocuklar€n ailesi oldu•undan yola ‚€k€larak

Çar ve ˆari‚e‰nin kemikleri belirlenebilirdi.

Her bireye ait kemikten DNA çekitlendi vebe„STRlokusu PCR ile tiplendi.

Sadece ikisi ‚ocuklar€n ebeveynleri hakk€nda yeterli bilgi sa•layabildi. Ancak bunlar

ger‚ekten Romanov‰lar€n kemikleri miydi yoksa herhangi bir ailenin iskelet kal€nt€lar€

m€yd€? Bunu belirleyebilmek i‚in kemiklerdeki DNA, Romanov‰lar€n ya„ayan

akrabalar€n€n DNA‰lar€ ile kar„€la„t€r€ld€.Romanov‰lar€n mtDNA ‚al€„malar€,sonunda

kemiklerin ˆar Nicholas, ˆari‚e Alexandra ve ƒ‚ k€z ‚ocuklar€n€n oldu•unu g…sterdi.

Romanov‰lar€n mezar€nda sadece ƒ‚ ‚ocuk bulunmu„tu. Tek o•lanAlexei ve dört

k€zdan biri kay€pt€. 20.yƒzy€l€n ortalar€ndabir‚ok kad€n, Romanov prensesi oldu•unu iddia

etmi„tir, ‚ƒnkƒ kemikler elde edilmeden …nce bile, k€zlardan birinin (Anastasia)

Bol„eviklerden bat€ya ka‚t€•€ s…ylentisi vard€r.DNA analizi, bu iddialarda bulunanlar€n

hi‚birinin ˆar ve ˆari‚e‰nin k€z€ olmad€•€n€ g…stermi„tir. †ki ‚ocu•un yoklu•u, kemiklerin
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farkl€ bir yereg…mƒlmƒ„ olduklar€n€ dƒ„ƒndƒrmƒ„tƒr(Gill et al., 1994). Ancak son y€llarda

bir erkek ve bir k€z ‚ocu•unun iskeletlerin bulundu•u,bununla birlikteAlexei‰nin giydi•i

k€yafetlerle Maria‰n€n kulland€•€ tak€lara benzerkal€nt€lar€n€n dabu iskeletlerin yan€nda

bulundu•ubildirilmi„tir (Brown, 2006).

Arkeolojik kapsamda aile ba•lar€n€n a‚€klanmas€ i‚in bir …rnek de,Almanya

Bavaria‰daSt. Margareth‰s Kilisesi kaz€s€nda g…rƒlür (Gerstenbergeret al.,1999).

Kilisedeki mezar ta„lar€ ve a‚€klamalar, Königsfeld Kontu ailesinin yedi neslinden sekiz

erkek bireyin 1546› 1749aras€nda g…mƒldƒ•ƒnƒ g…sterir.Sekizbireyde genetik testler,

tarihi kaynaklarda yaz€lan „ecere ile farkl€l€k g…sterir(šekil 5). Bunlardan ikisi genetik

olarak kad€nd€r ve Kont de•ildir. Otozomal ve Y kromozomal mikrosatellitler daha ileri

anomaliler oldu•unu ortaya ‚€karm€„t€r. Bu i„aretler, ikien bƒyƒk Kont‰un iskeletlerinin

(55 ve 33)muhtemelen kaz€ s€ras€nda kar€„t€•€n€ ve son erke•in(11)…nceki Kont‰un(54)

biyolojik o•lu olmad€•€n€ g…stermi„tir. Bu sebeple bu birey, ya K…nigsfeld ailesinin bireyi

de•ildir, ya da babal€k d€„€bir olgudur. Önceden Karl Albrecht olarak bilinen kad€n birey

(32)otozomal haplotipi, Karl Albrecht‰in k€z karde„iveGeorg Josef‰in(11)k€z€d€r.Di•er

kad€n birey (1)isebukad€n€n(32)annesi olarak tan€mlan€r (Georg Josef‰in kar€s€).

K…nigsfeld‰lerden Georg Josef ve tƒm aile grubunun varl€•€, Georg‰un asl€nda bir babal€k

d€„€ olgunun ƒrƒnƒ oldu•unu g…sterir ki; K…nigsfeld soyu d€„€nda bir ki„i ve onun ailesinin

bu mezarda yatt€•€ ortaya ‚€kar. Di•ertarihî bilgi ve belgelerle kurulan aile ili„kilerininise

genetik analizlerle uyumlu oldu•u da g…sterilmi„tir (Gerstenbergeret al.,1999).
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•ekil 5. K…nigsfeld Kont‰lar€n€n geleneksel ailemezarl€•€nda (1546› 1749) arkeolojik
ve tarihi kay€tlara g…re ‚€kar€lan soya•ac€ ilegenetik soya•ac€n€nkar„€la„t€r€lmas€.
Otozomal STR‰lerle 33 ve 55 yer de•i„tirmi„, hem otozomal hem de Y-STR‰lerle 11‰in
54‰ƒn biyolojik o•lu oldu•u d€„lanm€„,ancak otozomal STR‰lerle 32‰nin babas€ oldu•u
belirlenmi„tir. 32‰nin bir kad€n, muhtemelen Karl Albrecht‰in k€zkarde„lerinden biri
oldu•u belirlenmi„tir. O gƒne kadar idantifiye edilememi„ yeti„kin bir kad€n olan 1, 32‰nin
annesidir; böylece Königsfeld ailesinin bir üyesi olan Maria Anna olarak tespit edilir
(Hummel, 2003).

Akra bal„k Tayinlerinde €statistiksel Hesaplar

†ncelenen bir biyolojik …rne•in idantifikasyonundan sonra,ki„iye ait olup

olmad€•€n€n tespiti i‚inyap€lan kar„€la„t€rma sonunda…rnek d€„lanabilir veya dahil

edilebilir. Bu dahil etmederastgele uyu„ma olas€l€•€önemlidir veistatistiksel hesab€n

yap€labilmesi i‚in, incelenen …zelliklerin toplumda g…rƒlme s€kl€•€n€n bilinmesigerekir

(RudinandInman, 2002).Adli bilimlerde olas€l€k, ka‚ ki„ide bir ayn€ DNA profilinin

g…rƒlebilece•inibildiren bir indeks ve bu indeksten yararlan€larak elde edilen Essen-

M…ller oran€ (W) ile hesaplan€r(Essen-Möller, 1938). Ebeveynlik testlerinin d€„€nda,

kitlesel felaketlerde kar€„m€„, par‚alanm€„ bireylerde veya kay€p ki„ilerde ters ebeveynlik

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

Arkeolojik ve tarihsel
yap€land€rma

Genetik yap€land€rma

Karl Albrect‰in k€z karde„i
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testleri deyap€labilir. Ancak akrabalar gibi birbiriyle genetik olarak ili„kili bireylerin DNA

…rnekleri aras€nda bir‚ok alel payla„€ld€•€ndan, farkl€ istatistiksel e„itlikler uygulanmal€d€r

(Funget al.,2003;Butler, 2005; Brenner, 2009). Hatta baz€ olgularda, …zellikle g…‚menlik

uygulamalar€nda yanl€„ baban€n akraba olma olas€l€•€ yƒksektir. –rne•in; incelenen birey

gerçekbaban€n erkek karde„i olabilir (Funget al.,2002).Aile ili„kilerinin etkisini

hesaplamak i‚in uyu„ma olas€l€k formƒlleri geli„tirilmi„tir. Bu olas€l€klar,lokuslar€nher

alelindefarkl€ oranlarda olmak ƒzere akrabal€k derecesi yak€nla„t€k‚aartar (Evettand

Weir, 1998).

Günümüzdeara„t€rmac€lar,babal€k veya karde„lik analizlerinde kullan€lacak

yaz€l€mlargeli„tirmekte veya var olanlar€ deneyerekbilim dƒnyas€na sunmaktad€r (Blouin,

2003;Fung, 2003;RianchoandZarrabeitia, 2003;Funget al.,2006; Fischer, 2009; Alt et

al., 2009). Genetik verileri incelemek içinuygun bilgisayar programlar€ oldu•u gibi,

istatistiksel hesaplar yapabilenyaz€l€mlar dapiyasada mevcuttur. –rne•in; ˜BioEdit™gibi

programlardizin verilerini i„lemek i‚in kullan€l€r ve …rnekler aras€ndakar„€la„t€rmalarda

kolayl€k sa•lar(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). ˜Popgene™gibi çok say€da

…rnekle ‚al€„abilenistatistikprogramlar€ile alel frekanslar€ndan,popülasyonlar aras€

genetik uzakl€•a kadarbirçokbilgi elde edilebilir (http://www.ualberta.ca/~fyeh/).

˜Powerstats™gibi programlar ise…rneklerin rastgele uyu„ma olas€l€klar€, sistemlerin

d€„lama gƒcƒgibi hesaplar€yapar(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/).

Bireylerin akraba oldu•u durumlarda yap€lacak analizlere özgüistatistiksel hesaplamalar

yapan programlarda geli„tirilmi„tir. –rne•in, ˜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).˜GenoProof™yaz€l€m€ standart babal€k testlerine ek olarak, X ve Y-STR

analizleriyle akrabal€k,karde„lik ili„kilerini analiz eder(http://qualitype.de/genoproof/).

B€YOARKEOLOJ€K ÖRNEKLERDE DNA ‚ALI•MALARI

Eski örneklerden DNA eldesi ilk kez 1984'te Higuchive meslekta„lar€taraf€ndan

g…sterilmi„tir. Atgillerin nesli tƒkenmi„ bir ƒyesi olanEquus quagga‰n€n mƒze …rne•inde

(deri kal€nt€lar€)nƒkleik asitlerin varl€•€n€ ortaya koymu„lar ve bunun modern zebra ile

filogenetik yak€nl€•€n€ belirlemi„lerdir (Higuchiet al.,1984). Bir y€l sonra P••bo (1985)

M€s€r Hanedanl€•€‰na ait 2400 y€ll€k mumyala„m€„ bir ‚ocuktanDNA dizisi elde etmi„tir.

Bu sonu‚, sadece molekƒler analizin mƒmkƒn oldu•unun g…sterilmesi a‚€s€ndan de•il,

ayn€ zamanda bƒyƒk bir DNA par‚as€n€n (>3 kb) dizinlenebildi•ini ortaya ‚€karmas€

a‚€s€ndan da …nemlidir (Pääbo, 1985). Johnsonve meslekta„lar€(1985) mamut

kal€nt€lar€nda, Rogers ve Bendich (1985) ise herbaryum …rneklerinde DNA‰n€n varl€•€n€

ispatlam€„lard€r.Bu ilk çabalar eski DNA par‚alar€n€ elde etmek, bir vekt…re kopyalamak

ve klonlanan par‚alar€n dizinlenmesi a„amalar€n€ i‚ermekteydi.Ancak bu teknikizole

edilmi„ ‚ok fazla aDNA gerektiriyordu.Daha sonraPCR'€nke„fi ile birlikte (Mullis and

Faloona, 1987) yap€lan ilk aDNA ‚al€„mas€, Hagelbergve meslekta„lar€n€n (1989)

arkeolojik kemikten ba„ar€yla DNA ‚o•altmas€d€r. Ard€ndan‚ok say€da ara„t€rmac€farkl€

co•rafik bölgelerdeki‚e„itli örneklerden eski DNA elde etme‚al€„malar€naba„lam€„t€r.

Fiziksel antropolojide eski DNA analizi‚al€„malar€, bireysel veya toplumsal

yap€labilir.Ge‚mi„ten kalan iskeletveya doku …rnekleri bulunmu„ bir bireyden

ger‚ekle„tirilen DNA analizi ile cinsiyet tayin edilebilir, idantifikasyon yap€labilir.

Arkeolojik kökenli iskelet koleksiyonlar€n€nDNA incelemeleriyle tarih öncesi toplumlar€n
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genetik özellikleri ve göç„ekilleriyle ilgili bilgi edinmek demümkündür.Tüm bu verilerle

bireyler aras€ndaki akrabal€k ili„kileri belirlenebilir, arkeolojik ve modern toplumlar

aras€nda‚e„itli kar„€la„t€rmalar ger‚ekle„tirilebilir (O‰Rourkeet al.,2000).

Birey DüzeyindeaDNA ‚al„†malar„

Cinsiyet Tayini: aDNA, en basit dƒzeyde, X ve Y kromozomlar€ ƒzerindeki

i„aretleri kullanarak bireyin cinsiyetini belirlemeye yarar. Genetik cinsiyetlendirme,

standart morfolojik yöntemlerle cinsiyetinin belirlenmesi çok zor olan çocuklar ve ergin

olmayan bireylerde veya par‚alanm€„ kal€nt€larda …zellikle yararl€d€rve gereklidir(Stoneet

al., 1996;KaestleandHorsburgh, 2002; Imaizumiet al., 2005; Arslan et al., 2008).

Pompei arkeolojik alan€ndan elde edilen kal€nt€lar€n cinsiyetleri molekƒler dƒzeyde

tayin edilmi„, antropometrik de•erlendirmelerle kar„€la„t€r€larak sunulmu„tur. On ƒ‚

iskelet …rne•inden ƒ‚ƒnde cinsiyetin tahmin edilenden farkl€ oldu•u belirlenmi„tir

(Cipollaroet al.,1998).Meyerve meslekta„lar€(2000), on iki bireye ait otuz alt€di„ ve

kemik …rne•inde Amelogenin analizi ger‚ekle„tirmi„, baz€ erkek bireylerde amplifikasyon

olmam€„,bazen de alel dƒ„mesi ile cinsiyet tayinizorla„m€„ ve ba•€ms€z ba„ka PCR‰lar

yapmak gerekti•i belirtilmi„tir.Diyarbak€r, ˆay…nƒ tepesinde bulunan9.400 y€ll€k on

insan kafatas€ …rne•indeX ve Y kromozomlar€ndaki alfoid tekrarlar€ ve amelogenin

kullan€larakgenetik cinsiyet tayini ger‚ekle„tirilmi„, dokuzunda morfolojik cinsiyet

genetik cinsiyet ile do•rulanm€„t€r(MathesonandToy, 2001).Hatay‰€n Reyhanl€ il‚esinde

Amik Ovas€'n€n ortas€ndaki Kalkolitik yerle„im yeri olan Tell Kurdu‰dan elde edilen kemik

…rneklerinde molekƒler cinsiyet %64 ba„ar€yla belirlenmi„tir (Mekel-BobrovandLahn,

2004).
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R…nesans d…neminin en bƒyƒk bilginlerinden biri say€lan,1304› 1374y€llar€

aras€nda ya„am€„ †talyan hƒmanist ve „air Francesco Petrarca‰n€n 2003‰te a‚€lan

mezar€ndan ‚€kar€lan kemiklerin analizinde; cinsiyet molekƒler dƒzeyde ‚al€„€lm€„,

kaburgakemiklerinin erke•e,ancak di„ …rneklerininkad€na ait oldu•u belirlenmi„tir.

Bulgular morfolojik analizlerle tutarl€d€r.Ayr€ca kafatas€n€n kaburga kemiklerinden iki yüz

y€l daha eski oldu•u a‚€•a ‚€kar€lm€„t€r.Petrarca‰n€n iskelet kal€nt€lar€n€n bir k€sm€n€n

‚al€nd€•€ bilinmektedir. Ancak bu bulgulardan sonra, bir kad€na ait ve daha eski olan

kafatas€n€n, ‚al€nan kemiklerin yerine konuldu•u dƒ„ƒnƒlmƒ„tƒr(Caramelliet 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…mƒlme s€ras€nda veya kaz€dan sonra k€r€lm€„sa birle„tirilebilir. E•er morfolojik katk€lar,

bireyin genetik veya salg€nbir hastal€ktan etkilendi•ini g…steriyorsa, aDNA hastal€•€n

varl€•€n€ do•rulayabilir. Ya„ayan atalar€ bilinen bireyler, aDNA yoluyla birbiriyle

k€yaslanarak idantifiye edilebilir (KaestleandHorsburgh, 2002). Arkeolojik kaz€larda

bulunan hayvan kemikleri genellikle deneyimli bir arkeozoolog taraf€ndan kolayl€kla

belirlenir. Ancak tƒr idantifikasyonu sadece diyafiz par‚alar€ kalm€„sa zorla„abilir.

–zellikle iki yak€n tƒr olan koyun ile keçiyi, köpek ile kurdu ay€rmak zordur. Bu tƒrlere ait

kemik örneklerinden moleküler genetik analizlerleidantifikasyon yap€larak kesin sonuca

ula„€l€r(Hummel, 2003).

Japonya‰da iki b…lgeden elde edilen, baz€lar€ birlikte g…mƒlmƒ„ iki grup insan

kal€nt€s€ (yirmi alt€ ve yirmi dokuziskelet) VNTR kullan€larakidantifiye edilmi„,

birbirleriyle kar„€la„t€r€lm€„, ancak eski toplumlarda alel frekanslar€ hakk€nda veri olmad€•€
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i‚in akrabal€k olas€l€•€n€ tahmin etmenin gƒ‚ oldu•u vurgulanm€„t€r (Kurosakiet al.,

1993).Kay€p bir ki„inin †zmir‰de bulunaniskeletiDNA analiziyle idantifiye edilmi„ ve

aile ba•lar€n€n tahmini yap€lm€„t€r (Altun‚ulet al.,1999).

Mart 1995‰te Bolivya Hƒkƒmeti taraf€ndanChe Guevara‰n€n1960‰larda ƒlkede bir

yerlere g…mƒlmƒ„ gerillalar€n€n kal€nt€lar€n€ bulmak i‚in komisyon olu„turulmu„tur. Grup

daha sonra uluslar aras€ boyut kazanm€„ ve Arjantin, Kƒba ve Bolivya‰dan adli bilimciler

de kat€lm€„t€r. Birka‚ ay sonra iki g…mƒ yerinde baz€ iskeletler bulunmu„,STRve mtDNA

analizleriyle idantifikasyon yap€lm€„t€r. Bireylerin ‚ocuk ve e„leriylekar„€la„t€r€lmalar€

sonucundakimlikleri tespit edilmi„,biri d€„lanm€„, di•eri sadece karde„i hayatta oldu•u

i‚in kesin olarak belirlenememi„tir.̂al€„ma hem tarihsel, hem de insani sebeplerle

Bolivya‰daki sava„ta grubun …len ƒyelerinin bulunup belirlenmesi için devam eden çabalar

a‚€s€ndan …nemlidir (Lleonartet al.,2000).

Almanya, Lower Saxony‰deHarz da•lar€n€ngƒneybat€s€ndabulunan Lichtenstein

Ma•aras€‰nda 1972‰de varl€•€ tespit edilen g…mƒler Ge‚ Tun‚ ˆa•€‰na (1000› 700BC)

tarihlendirilmi„tir. Heminsan, hem hayvan orijinli iskelet materyali, 6› 8º C‰lik sabit dƒ„ƒk

€s€ veal‚€ta„€, kire‚ ve silisli tortutabakas€ ile kaplanm€„ olmas€sebebiyle çok iyi

korunmu„tur. Sa• ve sol femur ve tibialar ile birlikte iki kal‚a kemi•inden STR, mtDNA

ve Y kromozomu analizleriyap€lm€„, femurlar, tibialar ve bir kal‚a kemi•inin ayn€ bireye,

ikinci kal‚a kemi•inin ba„ka bir bireye ait oldu•u belirlenmi„tir(Schweitzeret al.,2008).

Kay€p insanlar i‚in kurulmu„ olan uluslar aras€ komisyon (International

Commission on Missing Persons,ICMP), Yugoslavya‰daki kitle mezarlar€ndan elde edilen

degrade iskelet kal€nt€lar€nda on bir binin üzerinde bireyin, kay€p ki„ilerin aile bireylerinin

profillerinden olu„an geni„ bir veri taban€ ile k€yaslanmas€ yoluyla idantifiye edildi•ini , bu
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amaçlamini-STR‰leri kulland€klar€n€bildirmi„tir (Parsonset al.,2007).Fondevila ve

meslekta„lar€ (2008), bƒyƒk bir orman yang€n€ndan elde edilen par‚alanm€„ bir kemi•i

tipleyerek k€z€ oldu•unu iddia eden ki„inin profiliyle k€yaslanmas€ i‚in STR, SNP, mini-

STR analizleri ve mtDNA dizinlemesini ger‚ekle„tirmi„tir.

Aile DüzeyindeaDNA ‚al„†malar„ (Akrabal„k Tayini )

Soy a•a‚lar€n€n kullan€lmas€n€n antropoloji i‚inde uzun bir tarihivard€r ve aDNA

analizleribu uygulamalar€ ge‚mi„e do•ru geni„letmeyi sa•lam€„t€r. Basit bir „ekilde,

sadece annelik ve babal€k de•il, annesel (maternal) vebabasal (paternal) yollar mtDNA ve

Y kromozomu ile idantifiye edilebilir. Yƒksek ‚e„itlilikte uzun DNA b…lgeleri incelenirse,

ayn€ arkeolojik b…lgeden ayn€ mutasyonlar€ payla„aninsanlar€n yak€n ili„kili oldu•u

belirlenir. Çünkümeydana gelen bir mutasyonyeterli nesiller boyunca ayr€lmam€„t€r.

Ancak bu y…ntem yƒksek gƒvenilirlikle annelik / babal€k tayini sa•lamaz. Birbirey,sadece

annesiyle de•il, karde„leri, anneannesi, anne taraf€ndan akrabalar€ (teyze, day€, kuzen) ile

de ayn€ mtDNA mutasyonlar€na sahiptir.Benzer „ekildeerkekler de sadece babalar€yla

de•il, erkek karde„leri, baba taraf€ndaki akrabalar€ (dede, amca, erkek kuzen) ile ayn€ Y

kromozomumutasyonlar€n€ payla„€r.Bireyler aras€nda annelik ve babal€•€ ger‚ekten

belirlemek i‚in, ‚ok say€da yƒksek de•i„ken otozomal i„aretlerde ‚e„itlilik incelenmelidir.

ˆocuklar her ebeveynin her kromozomundan bir kopya ald€•€ i‚in, otozomal

mutasyonlar€n€n yar€s€n€n herbir ebeveynle uyu„mas€ gerekir. Ayn€ i„aretleri kullanmak,

di•er ailesel ba•lar€ da (karde„lik gibi) ortaya ‚€kar€r (KaestleandHorsburgh, 2002).

Arkeolojik kay€tlar ‚er‚evesinde, annesel ve babasal yollar€n veya daha belirgin

aile ba•lar€n€n tespiti; tarih …ncesi toplumlar€n sosyal yap€, evlilik ve g…mme gelenekleri
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ile ilgili hipotezleri test etmede bƒyƒk bir at€l€md€r. Akrabal€k ba•lar€, g…mƒ modelleri ve

morfolojik benzerlikler temel al€narak hipotezlenebilse de, DNA kullanmadan do•rudan

belirlenemez(KaestleandHorsburgh, 2002).

Fily ve meslekta„lar€ (1998),Fransa'n€n gƒneyindeki Bask b…lgesinden d…rt Tun‚

‚a•€ (3700 y€l …nce) iskeletinde HVRI ve HVRII dizin farkl€l€•€n€ bildirmi„lerdir. Sonu‚lar

dikkat ‚ekicidir, ‚ƒnkƒ anne taraf€ndan ba•lant€ tespit edilebilmi„tir. Sonuçlar sadece

HVRII dizin bilgisine dayansa da, d…rdƒnƒn ayn€ aile ƒyeleri olmas€ olas€d€r.Elde edilen

HVRI dizinlerinin iseinsan kaynakl€ olmad€•€, s€‚angillere ait oldu•u g…sterilmi„tir. Bu

durum, özellikle pozitif kontrol örnekleriolarak insan ya„€yla kar„€la„t€r€labilir nitelikte

olan bir insan d€„€ materyal kullan€lacaksa, aDNA ara„t€rmalar€nda primer tasar€m€n€n

spesifikli•inin garanti edilmesi gerekti•ini g…sterir.

Do•u Kazakistan‰da bir k…yƒn yak€nlar€nda ta„ bir tƒmƒlƒs alt€ndaki donmu„

mezarda iyi korunmu„ durumda bulunan iki iskelete ait kemik, beyin vekasdokusundan

elde edilen DNA‰da STR ve mtDNA analiz edilmi„, di•er dokulardaki yƒksek PCR

inhibisyonundan dolay€, sadece kemikte ba„ar€l€ sonu‚lara ula„t€klar€ belirtilmi„ tir.

–rneklerden biri kad€na, di•eri erke•e aittir. †lk ‚al€„€lan sistemlerle her lokusta bir alelin

ortak olmas€, bireylerin anne-o•ul, baba-k€z veya k€z karde„-erkek karde„ gibi yak€n

akrabal€•€na i„aret etmektedir. Lokus say€s€ artt€r€larak analiz yap€ld€•€nda eklenen

lokuslarda farkl€l€klar g…rƒlmƒ„tƒr, b…ylece anne-o•ul veya baba-k€z ihtimalleri

d€„lanm€„t€r. MtDNA analizleri ile tespit edilen ƒ‚ mutasyon sebebiyle, bireylerin karde„

veya anne taraf€ndan akraba olma ihtimalleri de indirgenmi„tir. B…ylece bu ki„ilerin yak€n

akraba olmad€•€, evli bir ‚ift olabilece•i 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 gƒvenilir sonu‚lar sa•layacakt€r (Clissonet al.,2002).

Kuzey Mo•olistan‰dakibir nekropolden elde edilmi„ elli alt€iskelet kal€nt€s€nda

mikrosatellit ‚al€„€lm€„, k€rk yedisinde(%84)ba„ar€ sa•lanarak baz€ …rneklerin birbirleriyle

genetik yak€nl€klar€n€ ortaya‚€kar€lm€„t€r (Keyser-Tracquiet al.,2003).Japonya,

Hokkaido‰da g…mƒ b…lgesindeki bir mezarda iki iskeletin anne taraf€ndan akraba oldu•u

belirlenmi„, tahmin edilen ya„lara g…re bunlar€n karde„ (birinci derece akraba), day€/teyze,

erkek/k€z ye•en (ikinci derece akraba) ya da anne taraf€ndan kuzen (üçüncüderece akraba)

olabilecekleribildirilmi„tir (Adachi et al.,2003).

Hindistan‰€n „ehir ve k…ylerindeki tarihi mezarl€klardaSTR ile aile ili„kileri

belirlenmeye ‚al€„€lm€„ ve verileristatistikselolarak de•erlendirilmi„tir. šehir

mezarlar€nda dahafazla aile ba•€ tespit edilmi„, k…y mezarlar€ ise daha az genetik yak€nl€k

g…stermi„tir (Sivilich, 2005).Ba„kabir ara„t€rmada ise ayn€ g…mƒ b…lgesinde bir

mezardaki iki yeti„kin kad€n€n aras€nda herhangi bir yak€nl€k olmad€•€belirtilmi„tir

(Adachiet al., 2006).

†spanya‰n€n baz€ arkeolojik bölgelerinden elde edilen otuz dokuzkemikve di„

…rne•inde mtDNA analiz edilmi„ ve bireyler aras€nda dƒ„ƒk ‚e„itlilik g…zlemlenmi„tir.

Bireylerin ‚o•u ortak Avrupa motifini g…stermektedir. Bu durumda ayn€ mtDNA profilini

ta„€mak, anne taraf€ndan akrabal€•€ g…stermeyebilece•i i‚in, ileri analizler yap€lmal€d€r

(Fernandezet al.,2006).Danimarka krallar€ ve krali‚elerinin birlikte g…mƒlƒ oldu•u

katedralde 1074‰te …len son Viking Kral€ Sven Estridsen‰in ve tarih‚iler taraf€ndan kimli•i

tart€„mal€ bulunan annesi Estrid‰in kemiklerinden mtDNA analizi ger‚ekle„tirilmi„tir. †ki

birey aras€nda iki noktada dizin farkl€l€•€n€n g…zlenmesi, kad€n€n Sven‰in annesi
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olamayaca•€n€, hatta fiziksel incelemeler bu bireyin daha gen‚ oldu•unu, Sven‰in, ad€

Estrid olan ve Krali‚e ƒnvan€ alan iki gelininden biri olabilece•ini ortaya ‚€karm€„t€r

(Dissinget al.,2007).

ˆin‰in kuzeybat€s€ndaki Lajia b…lgesinde seli takip eden bir depremle …lmƒ„ tarih

…ncesi toplumdan elde edilen on alt€bireye ait di„ …rnekleriyle anne taraf€ndan akrabal€•€

belirlemek için mtDNA analizleri yap€lm€„t€r. ˆƒnkƒ antropometrik analizler ve iskelet

pozisyonlar€, ara„t€rmac€lara …lenlerin yak€n akraba olduklar€n€, hatta baz€ bireylerin anne-

‚ocuk oldu•unu dƒ„ƒndƒrmƒ„tür. Analiz sonunda on dörtbirey ba„ar€yla tiplenmi„,

birbirleri aras€ndaki karde„lik, anne-o•ul ili„kileri ortaya ‚€kar€lm€„t€r(Gaoet al.,2007).

Kuzey H€rvatistan‰daki Erken Orta ˆa• g…mƒ b…lgesindeki dört bireyden DNA

analiz edilmi„ ve akrabal€k olas€l€klar€ hesaplanm€„t€r (Boljuncic, 2007).Yunanistan‰da

Miken Uygarl€•€‰na ait bir mezarda bulunan ve DNA analizi ger‚ekle„tirileniskeletlerden

iki bireyin birbirinin karde„i oldu•ubelirlenmi„tir. Bunlardan kad€n bireyin, erkeklerin ‚ok

oldu•u bu mezarda herhangi bir evlilik ba•€ sebebiyle de•il, do•um hakk€na sahip bir

pozisyonda olmas€ sebebiyle bulundu•u g…sterilmi„tir (Bouwmanet al.,2008).

Toplum DüzeyindeaDNA ‚al„†malar„

Baz€ arkeologlar, yenipopülasyonlar€n son 10.000 y€l i‚inde Avrupa‰ya g…‚etmi„

olabilece•ini dƒ„ƒnmektedir.K€taya tar€m€ bu insanlar getirmi„tir. Avc€l€ktan ziraate ge‚i„,

Güneybat€ Asya‰da 10.000 y€l …nce Erken Neolitik k…ylƒleri bu•day ve arpa gibi tohumlar€

ekmeye ba„lad€klar€nda ger‚ekle„mi„tir. Dƒzen kurulduktan sonra, tar€m Asya, Avrupa ve

Kuzey Afrika‰ya yay€lm€„t€r. Kƒltƒr bitkilerinin kal€nt€lar€ i‚in arkeolojik alanlar€n

ara„t€r€lmas€ ile Avrupa‰ya tar€m€ getiren iki rotan€n izi bulunmu„tur. Bunlardan biri
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Akdeniz sahilinden †spanya‰ya, †ngiltere‰ye; di•eri iseTunave Rhine vadileri boyunca

Kuzey Avrupa‰ya do•rudur. Tar€m€n yay€lmas€, ‚ift‚ilerin bir yerden ba„ka bir yere g…‚

ederken bulu„lar€n€, hayvanlar€n€ ve tohumlar€n€ da yanlar€na alarak, o zamanlar

Avrupa‰dakitar€m …ncesi topluluklar€ yerlerinden etmeleriyle gerçekle„mi„tir.

Arkeogenetik‚iler, 1990‰larda Avrupa‰dakipopülasyonlarda 95 nükleer gen bölgesi ile

yap€lan geni„ filogenetik ‚al€„malarla …rtƒ„en bu modeli desteklemektedirler. Bu da,

gƒneybat€ Asya‰dan kuzeydo•u Avrupa‰ya veya tam tersi y…nƒnde bir g…‚ƒn oldu•unu

g…sterir. ˆƒnkƒ ilk g…‚ler, arkeolojik kay€tlara g…re tar€m€n yay€lmas€yla ayn€ zamana

rastlamaktad€r (Brown, 2006).

Avrupapopülasyonlar€yla ikinci ‚al€„ma mtDNA ile ger‚ekle„tirilmi„tir. Sonu‚lar,

Avrupal€ toplumlar€n son 20.000 y€ld€r sabit kald€•€n€ g…stermi„tir. Bu durumda tar€m

Avrupa‰ya 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 oldu•unu i„aret

etmektedir. Modern Avrupal€lar aras€nda mitokondriyal genomun 11 bƒyƒk s€n€fa

(haplogrup) ayr€labilece•i belirlenmi„tir. En eski haplogrup, Avrupa‰da 50.000 y€l …nce

g…rƒlmƒ„tƒr. Bu, arkeolojik kay€tlara g…re, ilk modern insan€n k€taya geli„i ile

‚ak€„maktad€r.Tar€m€n ba„lang€c€ ile ili„kili olabileceken yeni haplogruplar, J ve T1,

modern Avrupapopülasyonlar€n€n %8.3‰ƒ ile ifade edilir. Gƒnƒmƒzde tar€m€n Avrupa‰ya

…nceden oraya ya„ayan topluluklar€ yok etmeden onlarla birlikte ya„ay€p ƒreyen kƒ‚ƒk

…ncƒ gruplar taraf€ndan getirildi•i dƒ„ƒnƒlmektedir (Brown, 2006).

Tarihöncesipopülasyonlar€n hareketi, devaml€l€•€ veya yer de•i„tirme konular€,

…zellikle test etmek i‚in ‚ok say€da eski birey varsa, aDNA kullan€larak incelenebilir.

Pompei arkeolojik alan€n€n bu konuda bilimsel …nemi ‚ok fazlad€r, ‚ƒnkƒ bilinen bir
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tarihte ayn€ felaketle …len bir insanpopülasyonunun rastgele örneklemesini sunar

(Cipollaroet al.,1998).

PopülasyonGeneti‡i: Gƒney Almanya‰da Orta ˆa•‰a ait bir mezarl€ktaki otuz

sekiziskelet kal€nt€s€n€ngenetik analizlerlepopülasyonlar aras€ ili„kileriara„t€r€lm€„t€r

(Scholzet al.,2001).Kuzeydo•u Sibirya‰da ya„ayan etnik bir grup olan Yakut

toplumundan elde edilen iskelet örneklerinde STR ve mtDNA analizleriyle genetik

ili„kileri incelenmi„, eski Yakutpopülasyonu ile modern Sakalar aras€ndaki ili„kiler ortaya

‚€kar€lm€„t€r (Ricautet al.,2004, 2006).Gambave meslekta„lar€(2008), Do•u †spanya‰da

on yediarkeolojik b…lgeden elde edilmi„ otuz alt€ farkl€ bireye ait yirmi bir kemik, on be„

di„ …rne•inde mtDNA analizi ger‚ekle„tirmi„ ve†ber yar€madas€n€n do•usunda prehistorik

Afrika genetik alt yap€s€n€n varl€•€n€g…stermi„tir.Gaove meslekta„lar€‰n€n (2007)Lajia

bölgesindeyapt€klar€ ‚al€„madaLajia popülasyonunun genetik yap€s€ hakk€nda bilgi

edinilmi„tir. Komƒnite, matrilineal klande•ildir, baba taraf€ndan ili„kili ‚ok say€da ailenin

birle„mesiyle olu„mu„ geni„ bir toplumdur. Modern ˆinpopülasyonu ile kar„€la„t€rma

yap€ld€•€nda, Kuzeybat€ ˆin‰de ya„am€„ bu halk€netnik tarihi ile uyumlu olarak,modern

toplumunmaternal gen havuzunakatk€da bulunmu„ olabilece•i s…ylenir.Bu arkeolojik

b…lge, seli takip eden bir deprem gibi bƒyƒk bir felaketle yok olmu„ tarih …ncesi topluma

ait veriler sundu•undan, ayn€ zamanda arkeologlar taraf€ndan ˜Do•uPompei™ olarak da

adland€r€lmaktad€r (Zhanget al.,2004).

Baz€ …rnekler nadir de olsa iyi korundu•u i‚in DNA‰daki hasar oranlar€ g…z ard€

edilebilir. Ancak özelliklepopülasyongeneti•i ‚al€„malar€nda DNA hasar€ …nemli bir

fakt…rdƒr ve mutlaka g…z …nƒne al€nmal€ veya elimine edilmeye ‚al€„€lmal€d€r(Axelssonet

al., 2008).Genetik varyasyongruplar€n atalar€ndan 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 i„aretlerin s€n€rl€ da•€l€mlar€ vard€r ve

ili„kilerin belirte‚leri olarak kullan€l€r. Bu yolla, bir‚ok …l‚ƒde ata-torun ba•lar€ ileilgili

sorular cevaplanabilir (KaestleandHorsburgh, 2002). Büyük gruplar(  25 birey)

…rneklemede hatal€ sonu‚lar€ …nler. Ayr€caarkeolojik alan i‚indeki bireylerin ili„kilerini

ara„t€rmaya yarar. Bir toplumda nadir g…rƒlen bir genetik polimorfizmi veya aleli payla„an

iki birey, s€k g…rƒlen bir polimorfizmi payla„anlardan daha yak€n ili„kilidir (Stone, 2008).

aDNA verileri, belirli bir bölgedekipopülasyonun devaml€l€•€ hipotezlerini test etmek i‚in

de kullan€labilir.Daha geni„ a‚€dan bak€l€rsa, bƒyƒkpopülasyonhareketleri ile ilgili

hipotezlerde de aDNA‰dan yararlan€r. –rne•in linguistik ve arkeolojik deliller, „u anda

aDNA ‚al€„malar€yla ke„fedilen, Amerika‰daki bir‚oktarih öncesi toplum hareketini

desteklemektedir (KaestleandHorsburgh, 2002).

GŠˆ Yollar„: Handtve ara„t€r€c€lar€(1994a), Tyrolean Alpleri‰nde bulunan 5000

y€ll€k donmu„ bir mumyay€ incelenmi„tir.Buzul dönemindeki bugeç Neolitik birey,

Tyrolean BuzAdam€veyaÖtzi olarak adland€r€lm€„t€r.So•u•a ra•menDNA degrade

olmu„ ve nükleer amplifikasyon, hatta moleküler düzeyde cinsiyet tayiniyap€lamam€„t€r.

MtDNA analizleri ise sonu‚ vermi„ ve klonlardan HVRI dizinlenmi„tir. G…zlenen

dizinlerin heterojenli•i, modern kontaminantlar€n€n varl€•€n€ g…stermi„tir, ancak ‚ok say€da

klon dizisinin do•rulanmas€yla …rne•in eski mtDNA's€ da belirlenebilmi„tir. Bu bireyde

g…zlenen dizin varyantlar€, Kuzey Alpler‰de ya„ayan moderntoplumlarda s€k g…rƒlenlerle

tutarl€d€r. Rollove meslekta„lar€(1994b) iseBuz Adam‰€n k€yafetlerini incelemi„tir. Buna

g…re Buz Adam‰€n bir paltosu ve bitki kal€nt€lar€ ta„€yan ayakkab€lar€ vard€r. Hem bu

çimenlerden, hem de mikroorganizmalardan elde edilen DNA analizleri, çimenlerin
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ekildi•i zaman hakk€nda bilgi vermektedir.

Hollanda'daki kaz€larda elde edilen yedi iskelet …rne•inde (1100› 1850 y€l …nce)

g…zlenen heterojen HVRI dizini, Kuzey Avrupa'n€n bir‚ok bƒyƒk mtDNA haplogruplar€n€

göstermektedir (Colsonet al.,1997).

Stone ve Stoneking (1993, 1998, 1999)Amerika,Bat€ †llionis'in Oneota arkeolojik

b…lgesindeki iskeletlerden DNA elde etmi„ler, …rneklerin ait oldu•u mtDNA

haplogruplar€n€ (A, B, C ve D) tespit etmi„lerdir.Amerika‰daUtah'€n Kuzey Fremont (Parr

et al.,1996, O‰Rourkeet al.,1996) b…lgesindeki k€rk ƒ‚…rnek ve gƒneybat€daki Anasazi

(Carlyleet al.,2000)bölgesindek€rk…rnekte mtDNA varyasyonu incelenmi„tir.Co•rafik

olarak yak€nbu iki bölgedeki örneklerin haplogrup profilleri benzerdir. Ayr€ca bunlar

modern gƒneybat€popülasyonlar€ ile benzer mtDNA haplogrup profillerini payla„€r

(O‰Rourkeet al.,2000).

Japonya'da (Horaiet al.,1989, 1991) Jomon (3000› 6000 y€l …nce) ve ilk modern

Ainu örneklerinin (200› 300 y€l …nce) HVRI verileri, modern Japonlarla dizin benzerli•i

oldu•unu veJaponlar€n anavatan€ kabul edilen Gƒneydo•u Asya'daki modern nesillerle

aralar€nda da baz€ benzerliklerin bulundu•unu ortaya ‚€karm€„t€r. Bu ‚€kar€m …n ‚al€„ma

olarak kabul edilmelidir, ‚ƒnkƒ ‚al€„€lan eski…rnek say€s€ sadece alt€d€r ve ya„ aral€•€ ‚ok

geni„tir (O‰Rourkeet al.,2000). Son zamanlara kadar ˆin'deki genetik ‚e„itlili•in tarih

…ncesi modellerinin sistematik ara„t€rmas€ yap€lmam€„t€r. Ootave meslekta„lar€(1995,

1999), Çin'deki Shandong bölgesinde Yixi alan€ndan ‚€kart€lan elli sekizdi„ ve kemik

…rne•inde 2000 y€ll€k mtDNAHVRI veHVRII i‚in dizin bilgisi elde etmi„lerdir. Modern

Asya dizin ‚e„itleriyle k€yasland€•€nda,analizlereski Yixi örnekleriyle modern Tayvan

aras€nda bƒyƒk benzerlikleroldu•unugösterir. Horaive meslekta„lar€(1989, 1991)
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taraf€ndan incelenen Jomon örneklerigenetik olarak eski Yixi örneklerine, Gƒneydo•u

Asya ve Okyanusya'daki mtDNA neslinden daha çok benzemektedir (Ootaet al.,1999).

Tarihsel Çevrenin Rekonstrüksiyonu için aDNA

Arkeologlar, eski toplumlar€n ya„ad€•€ ‚evrenin yeniden canland€r€lmas€na s€kl€kla

ilgi duymaktad€rlar. Tarih …ncesi insanlar€n var oldu•u ekosistemin bilinmesi,besin elde

etme davran€„€ gibi ‚evrenin gerektirdi•i kƒltƒrel adaptasyonlar ve mevsimsel göçler

hakk€nda bilgi sa•lar. Ayr€ca evcille„me olay€n€ anlamaya yarar. ˆevresel rekonstrƒksiyon,

tipik olarak bir alandaki floral ve faunal kal€nt€lar€ belirlemek ve tƒrlerin tercihli

habitatlar€ndan yerel ‚evreyi g…stermekle ger‚ekle„tirilir.Yak€n ili„kili tƒrler, geni„

‚e„itlili kte habitatlar€ tercih ederler ve tƒr tayininde zorluklar ortaya ‚€kar.Bu sebeple

tƒrlerin kesin idantifikasyonu, yerel ‚evrenin yeniden canland€r€lmas€nda kritik olabilir. Bu

çerçevede aDNA teknikleri arkeolojik alanlarda bulunan türlerin kesin idantifikasyonunda

kullan€labilir (KaestleandHorsburgh, 2002).

ˆevrede var olan bitkilerin tespit edilmesi, bu•day veya m€s€r kƒltƒrlerinin

yeti„tirilmesi, s€•€rlar€n evcille„tirilmesi, kullan€lan boyalar€n veya par„…menlerin

k…keninin belirlenmesi aDNA analizleriyle mƒmkƒndƒr. Koprolitlerde sindirilmi„

hayvansal veya bitkisel besinlerin idantifikasyonu, canl€lar€n beslenme „ekilleri hakk€nda

fikir verir (Stone, 2008).Kloroplastlar€nda, mitokondrilerinde ve poliploid nƒkleer

genomlar€nda bƒyƒk miktarlarda DNA ta„€yanbitkilerin fosil kay€tlar€ incelendi•inde;

…rne•in 5000 y€ll€k bu•day (Brownet al., 1994), m€s€r (Goloubinoffet al.,1993), arpa ve

turp tohumu (O‰Donoghueet al.,1996) örneklerinden elde edilen bilgilerle paleoekolojik

‚al€„malar€n devam€gelmektedir.
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†nsan d€„€ ‚e„itli tƒrlerin co•rafik da•€l€m€ ile ilgili bilgi edinmek i‚in yap€lan

ekolojik ara„t€rmalargenetik analizlerle ilerlemektedir. Arndtve meslekta„lar€(2003),

Burdur A•lasun il‚esinin 7 km kuzeyindekiantik kent olanSagalassos'taki kaz€larda

gƒnƒmƒzde b…lgede var olmayan bir bal€k tƒrƒnƒn eski kal€nt€lar€n€ tespit etmi„ ve

ba„ar€yla DNAizoleedip ‚o•altarak dizinlemi„lerdir.̂ atalh…yƒk‰te bulunaneski bu•day

…rneklerinin varl€•€, Tƒrkiye‰de Bilgi‚ veAkkaya taraf€ndan ilk kez molekƒler dƒzeyde

g…sterilmi„ ve modern …rneklerle DNA dƒzeyinde genetik ili„ki analizi ile

de•erlendirilmi„tir (Bilgi‚ andAkkaya, 2000; AkkayaandBilgiç, 2002;Bilgiç, 2002;

Somel 2003).

T„bbi amaˆl„ ˆal„†malarda aDNA

Tarihöncesi hastal€klarla ilgili sorular aDNA teknikleri ile yan€tlanabilir. Eski

…rneklerde hastal€kl€ bireylerde patojenlerin genomlar€ da ‚ok say€da bulunur ve

paleopatolojik‚al€„malar a‚€s€ndan …nem ta„€r(Mitchell et al.,2005).Hastal€klar€n

varl€•€n€ g…stermek i‚in kullan€lan geleneksel paleopatolojik y…ntemler, tan€sal iskelet

lezyonlar€na dayan€r.ˆe„itli bula„€c€ hastal€klar, insan kal€nt€lar€nda benzer iskelet

patolojileri b€rakabilir, baz€rahats€zl€klar iseiskelette ya iz b€rakmaz ya da tan€sal iz

b€rakmaz. Enfeksiy…z ajanlar€n genomunu incelemek, bu zorlu•u ortadan kald€r€r

(O‰Rourkeet al.,2000; KaestleandHorsburgh, 2002). Bu amaçlakemik, di„, yumu„ak

doku gibi eski biyolojik örneklerde veya mumyalardaMycobacterium tuberculosis,

Yersinia pestis,Clostiridium'un birkaç türü veTrypanosoma cruzigibi bakterilerin DNA‰s€

elde edilerek analiz edilmi„ ve ‚e„itli hastal€klar€n varl€•€ tespit edilmi„tir(Mitchell et al.,

2005; Zink et al.,2007). Tüberküloz sebebi patojen olanMycobacterium tuberculosis;
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1000 y€ll€k Peru mumyas€ndan ba„ar€yla ‚o•alt€labilmi„tir (Saloet al.,1994). Taunberger

ve meslekta„lar€(1997) 1918‰de dƒnyada yirmimilyon ki„iyi …ldƒren grip salg€n€ boyunca

toplanan patolojik …rnekleri incelemi„, virƒs RNA‰s€n€izoleetmi„, ‚o•altm€„, dokuz gen

par‚as€n€ dizinlemi„tir. 1918 gribinin ‚ok …ldƒrƒcƒ oldu•u belirlenmi„,bir ku„ gribi

oldu•una dair …nceki spekƒlasyonlar€n tersine, dizinlenen genler bunun domuz gribi ile

ili„kili oldu•unu ortaya ‚€karm€„t€r. 14.yƒzy€l Orta‚a• Kara –lƒm salg€n€ boyunca17› 28

milyon ki„inin …lƒm sebebi olarak antraks, tifƒs, tƒberkƒloz gibi ‚e„itli patojenler

g…sterilmi„ti. Ancak14.yƒzy€l Frans€z mezar€ndaki ‚oklu g…mƒde bulunan yeti„kin kad€n,

yeti„kin erkek ve ‚ocuk olmak ƒzere ƒ‚ bireye ait di„ler analiz edildi. ˆocu•a ait di„lerden

birinde ve bir yeti„kin di„inde, vebapatojeni olanYersinia pestis‰in Pla genini ‚o•altmaya

yarayacak DNA elde edildi. Ad€ ge‚en di•er patojenlere …zgƒ primerler ise …rneklerden

aDNA ‚o•altamad€ (Raoultet al.,2000).

Bu teknikler†sko‚ya, Orkney‰dekiNorse mezarl€•€ndan insan kal€nt€lar€nda

leprozun idantifikasyonunu do•rulamada kullan€lm€„t€r. †ki bireyin kal€nt€lar€ incelenmi„,

biri leprozla uyumlu iskelet patolojisi g…stermi„, di•erinde hi‚bir patolojik durum

görülmemi„tir. Amplifikasyon, leprozun patolojik belirteci olarak iskelette leproza sebep

olan bakteriMycobacterium laprae‰nin varl€•€n€ do•rulam€„t€r. Ancak patolojik bulgu

olmayan iskelette ise ‚o•altma sonu‚ vermemi„tir. †ki iskeletten hi‚birinde tƒberkƒloz

patojeni M. tuberculosis‰e …zgƒ primerler amplifiye olmam€„t€r (Tayloret al.,2000).

†nsan ba•€„€kl€k sistemi, bireyleri ‚evrede bulunan enfeksiy…z ajanlara maruz

kalmaktan korumak i‚in sitokin polimorfizmleri g…stererek evrimle„mi„tir. Ge‚mi„e ait di„

örneklerinde, otoimmun hastal€klara yatk€nl€kla ilgisi kurulan sitokin genlerindeki

SNP‰lerin analizi, toplum sa•l€•€n€ anlamak i‚in …nemlidir (Larcombeet al.,2005).
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–rnekler az olsa da, bu ‚al€„malar eski tarihte ‚ok say€da bildirilensalg€nlardan

sorumluajanlar€ belirlemek, iskeletlerdeki paleopatolojik lezyonlar€n belirlenentan€lar€n€

do•rulamak ve eski ya damodern mikrobiyal dizileri kar„€la„t€rma yoluyla molekƒler

dƒzeyde enfeksiy…z hastal€klar€n evrimle„mesi hakk€nda bilgi sa•lamak i‚in …nemlidir

(O‰Rourkeet al.,2000). Ancak s€kl€kla kontaminasyon var olabilir. –rne•in topraktaki

bakterilerM. tuberculosis‰e benzer DNA dizinleri ta„€yabilir. Bu sebeple, teknik konular€

içeren ve güvenilirlik kriterini kuran bir dizi, iyi kontrol edilmi„ ciddi ‚al€„ma gereklidir

(Pääboet al.,2004).

€nsan Evrimi ‚al„†malar „nda aDNA

Neandertallerle ilgili en fazla bilinen ve önemli olan‚al€„ma, Almanya, Düsseldorf

yak€nlar€ndaki Feldhofer Ma•aras€'nda bulunaniskelet …rne•indenmoleküler analizdir

(Kringset al.,1997, 1999). Amplifiye edilen HVRIklonlanm€„ ve dizinlenmi„tir.Buna

göre,buNeandertal …rne•imodern insandan, hattamodernAvrupa, Afrika ve Asya

dizilerinden defarkl€d€r(Krings et al.,1999).

Ovchinnikov ve meslekta„lar€(2000), Kuzey Kafkasya'da Mezmaiskaya

b…lgesinden ‚€kar€lm€„29.000 y€l öncesine tarihlendirdikleribir Neandertal bebe•inden

DNA analiz etmi„tir.HVRI'deki 345 baz dizisi; modern insanla aras€ndaki fark€n,

Feldhofer Neandertali ile aras€nda olan farktaniki kat€daha fazla oldu•unug…stermi„tir.

Bu iki Neandertal …rne•i aras€nda g…zlenen fark€n bƒyƒklƒ•ƒ, modern insan

popülasyonlar€ aras€nda g…rƒlen farka e„ittir.Ancak iki Neandertal HVRI dizisi,

Cambridge dizisinden farkl€on dokuznükleotid substitƒsyonunu da payla„€r. Dolay€s€yla

filogenetik olarak, iki Neandertal dizisi modern insan HVRI dizisinden uzak olan ayr€ bir



66

kol olu„turmaktad€r.Hatta her iki Neandertal dizisi de tƒm modern insan gruplar€ndan

farkl€d€r.Bu sonuçlar,Krings ve meslekta„lar€n€n (1997)Neandertal'lerin do•rudan

modern insanlar€n atas€ olmas€n€n mƒmkƒn olmad€•€n€, dolay€s€yla insan€n k…keninin

Afrika'dan ‚€k€„ modelini destekledi•ini belirten ilk de•erlendirmelerini do•rulam€„t€r

(O‰Rourkeet al.,2000). Pääbove meslekta„lar€(2004), baz€ Neandertallerin insanlara

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

kontaminasyonu olarak dƒ„ƒnƒlece•ini de belirtmi„tir.

GE‚M€•E A€T DNA ‚ALI•MA YÖNTEMLER €

†zolasyondan önce, örneklerin potansiyel yüzey kontaminasyonu giderilmelidir,

çünkƒ kontamine DNA …rne•in yƒzeyinde i‚ taraftakine g…re daha fazlad€r (Bouwmanet

al., 2006).Yƒzey tabakas€bistüri ile kaz€nabilir, …rnek UV radyasyonuna, aside veya

yƒksek deri„imde etanolemaruz b€rak€labilir, sodyumhipoklorit(NaOCl- ‚ama„€r suyu)

içindetutulabilir ya da bu yöntemlerin bir kombinasyonu „eklinde uygulanabilir (Watt,

2003).

–rne•in indirgenmesi;izolasyonenzimleri ve malzemelerinin yüzey alan€yla

yeterince etki etmesini sa•lamak içinmekanik yollarla (bir …•ƒtƒcƒ, de•irmen veya havan

yard€m€yla) ger‚ekle„tirilir. †skelet …rneklerini toz haline getirmek, …rneklerin el ile

i„lenmesi demektir ve kontaminasyona a‚€k oldu•undan …zenle uygulanmal€d€r(O‰Rourke

et al.,2000).Örnek, kimyasal olarakda indirgenir, s€v€ azotta dondurmabuolayayard€mc€

olabilir, ancak azota dald€rmadan …nce, s€v€ azotun DNA kontaminasyon kayna•€ olabilme

ihtimalinden dolay€ …rne•in bir naylon po„ete konulmu„ olmas€ gerekir (Fountainet al.,

1997).
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DNA €zolasyonu

aDNA izolasyony…ntemleri, ‚o•unlukla adli protokollerden al€nm€„t€r (Parsonsand

Weedn, 1996) ve iki yakla„€mdan biri kullan€l€r: proteinaz K/fenol-kloroform

ekstraksiyonuveya silika temelliizolasyon. †zolasyon‚…zeltileri, ya•lar€ emƒlsiye eden

ve/veya proteinlerin par‚alanmas€na yard€mc€ olan bir‚ok farkl€ deterjan veya yƒzey aktif

maddeleri (surfaktant) içerir (SambrookandRussel, 2001). Az bir miktar(0.5› 1.0g)

…rne•e1.0› 2.0ml izolasyonçözeltisi eklenmesi,uygun s€cakl€klarda (50› 60° C) birkaç

saat çalkalamayla proteinlerin par‚alanmas€ i‚inyeterlidir (O‰Rourkeet al.,2000).

Kantitasyon ‚al€„malar€ 0.5› 1 g kemik tozunun 0› 5 ng DNA verdi•ini g…stermi„tir (von

Wurmb-Schwarket al.,2004).Fenol-kloroform yönteminde örnek kayb€na veya PCR

inhibisyonuna yol a‚aca•€ i‚in, organik ‚…zƒcƒlerinizolasyonve amplifikasyon

basamaklar€na ta„€nmas€ …nlenmelidir. Son s€v€ faz, 30.000 molekƒler a•€rl€ktan kƒ‚ƒk

moleküllerin yok edilmesi içinyo•unla„t€r€lmal€d€r. Ancak bu ayn€ zamanda DNA ileizole

edilen PCR inhibitörlerini de konsantre eder. Konsantre edilmi„ …rnek, etanol veya

izopropanol ile çöktürülerek peletin TE çözeltisindeyeniden çözülmesini gerektirir

(O‰Rourkeet al.,2000).Hannive ara„t€r€c€lar€(1995) etanol yerine izopropanol

…nermektedir, ‚ƒnkƒ izopropanolƒn DNA i‚in se‚icili•i daha yƒksektir (Sambrookand

Russel, 2001). Ayr€ca Maillard ƒrƒnleri oldu•undan „ƒphe edilen kahverengi PCR

inhibit…rlerini uzakla„t€rmada izopropanolƒn daha etkili oldu•u bildirilmi„tir (Poinaret al.,

1998).Altunçul (2001), kemikten DNA elde etme yöntemlerini kar„€la„t€rmal€ incelemi„

ve fenol-kloroform ekstraksiyonunun ba„ar€s€n€ vurgulam€„t€r.Yöntem, biyolojide

standartt€r ve yƒksek DNA eldesiyle sonu‚lan€r.Ancak aDNA ‚al€„malar€ndabumetodu

kullanman€n bir sorunu, inhibit…rlerin de ekstrakte edilmesidir ki;bu da ‚o•altma ve
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analizi zorla„t€r€r (O‰Rourkeet al.,2000; Stone, 2008).

Silika y…ntemi, DNA'y€ yƒksek konsantrasyonda guanidinyum tiyosiyanat

(GuSCN) içindeizoleeder (HössandPääbo, 1993). GuSCN, proteinaz K gibi, proteinleri

par‚alama yetene•inesahiptir ve DNA'n€n silika partikƒllerine ba•lanmas€n€ sa•layan

kaotropik bir ajangörevi yapar (Boomet al.,1990).Bu protokolƒn avantaj€, yƒksek toksik

…zellikteki fenol ve kloroformu kullanmad€•€ i‚in kabin gereklili•ini kald€rmas€d€r. Ayr€ca

PCR inhibitörlerini izoleetme durumu da daha az rastlan€r, ancak silikan€n kendisi gƒ‚lƒ

bir PCR inhibit…rƒdƒr ve y€kama esnas€nda tƒm silikan€n uzakla„t€r€lmas€ gerekir.Bunun

yan€nda, DNA'ya yƒksek afinitesinden dolay€ GuSCN, modern nƒkleik asit ile kolayl€kla

kontamine olabilir. Bunu …nlemek i‚in tampon ‚…zeltiler steril tƒplerde haz€rlanmal€,

birka‚ saat silika ile inkƒbe edilmeli, santrifƒjden sonra ƒst faz al€n€p kullan€lmal€d€r (H…ss

andPääbo, 1993).Silika y…nteminin tekrarlanmas€, PCR inhibit…rlerindenkorunmak için

de uygulanabilir (Kempet al.,2006).aDNA izolasyonundaavantajlar€ndan dolay€silika

temelli DNA izolasyonkitleri dahafazlakullan€lmaktad€r (Poinaret al.,1993; Tuross,

1994; Zierdtet al.,1996;Krings et al.,1997;Yanget al.,1998; Bouwmanet al.,2006).

Silika jel spinkolonlar€, fenol-kloroform 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 ‚…zeltisinin el ile muamele edilmesinin

artmas€ndan dolay€ kontaminasyon veya …rnek kayb€ a‚€s€ndan sorun yaratabilir. Proteinaz

K temelli izolasyony…ntemleriyle daha fazla DNA eldesi sa•lanmas€na ra•men, silika

guanidinyum protokolleri daha yüksek oranlarda amplifikasyonba„ar€s€ ve daha az PCR

inhibit…rleri ile sonu‚lan€r (Cattaneoet al.,1997).Standart proteinaz K prosedüründe

kƒ‚ƒk de•i„ikliklerle zor iskelet kal€nt€lar€ndan elde edilen DNA miktar€ artt€r€labilir.
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EDTA proteinaz aktivitesini inhibe eder ve kalsiyum bunu artt€r€r. Bu sebeple proteinaz K

eklenmesindenönce dekalsifikasyon a„amas€ndan kalantƒm EDTA uzakla„t€r€lmal€d€r

(O‰Rourkeet al.,1996). Bunun yan€nda EDTA‰n€n ve fenolün enzim inhibit…rƒ oldu•u da

g…z …nƒnde bulundurulmal€d€r (SambrookandRussel, 2001). Jackesveara„t€r€c€lar€

(2001) isezay€f asit ‚…zeltileri ile biledekalsifikasyonun Mezolitik kemik mineralinde

bƒyƒk zarara sebep oldu•unu, histolojik yap€y€ bozdu•unu belirtmi„tir.

Kemikten DNA izolasyonunda baz€ ara„t€rmac€lar(Tuross, 1994;Kringset al.,

1997; Yanget al.,1998)hidroksiapatiti parçalayarak, baz€lar€(GötherströmandLiden,

1996)apatitle yar€„acak iyonlar ekleyerek DNA‰y€ a‚€•a ‚€karmay€ tercih etmektedir.

†zolasyon s€ras€nda apatitle ilgilenmeyen ara„t€rmac€lar da(HössandPääbo, 1993)

bulunmaktad€r. Kemikten tamamen demineralizasyonla DNA eldesisa•layan etkili bir

protokol…nerilmi„tir. Kemik tozunun tamam€yla fiziksel olarak ‚…zƒlmesine dayan€r.

B…ylece degrade iskelet …rneklerinden DNA eldesi ve tipleme ba„ar€s€ artar (Loreille et al.,

2007).

DNA‰n„n ‚o‡alt„lmas„

Hedef DNA dizisinin amplifikasyonu, gƒnƒmƒzde rutin bir laboratuvar tekni•idir

(Ehrlich, 1989;Inniset al.,1990). Modern …rneklerle kullan€m i‚in geli„tirilen bir‚ok

teknik eski …rneklerle ‚al€„masa da, y…ntemler nispeten standardize edilmektedir. aDNA'y€

‚o•altmak i‚in ‚e „itli protokoller …nerilmi„tir(Pääbo, 1989, 1990; Hagelberget al.,1991;

HerrmannandHummel, 1994; Römpleret al.,2006;Meissneret al.,2007).

Pääbo (1989), 1µg eski DNAizolat€ndan ger‚ekle„tirilen 84 ve 121 baz ‚iftlik

amplifikasyonlar€n, 1ng modern DNA‰n€n verdi•i miktarlarda ƒrƒn olu„turdu•unu
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g…zlemi„tir. O‰Rourkeve meslekta„lar€(1996) ise eski örneklerin modern dokulardan

beklenenin %1-5‰i kadar DNA verdi•ini belirtmektedir.

aDNA'n€n PCR reaksiyonlar€ndaki a„€r€ primer konsantrasyonu, primerlerin hedef

d€„€ molekƒllere yanl€„ ba•lanmas€n€ kolayla„t€rarak, basamakla„ma (laddering) etkisi ve

elektroforezde a„€r€ primer-dimer olu„umu ile sonu‚lan€r(Ariffin et al.,2007; Dissinget

al., 2007). aDNA olgular€nda s€kl€kla oldu•u gibi, hedef …rne•in miktar€ dƒ„ƒk oldu•u

zaman, …zellikle yƒksek primer konsantrasyonlar€nda basamakla„ma etkisi fark edilir hale

gelir. Primer konsantrasyonlar€n€ …nerilen standart protokollerin alt€na dƒ„ƒrmek, primer-

dimer olu„umunu azalt€r ve hedef d€„€ molekƒllerin yanl€„l€kla ‚o•almas€ndan dolay€ jel

bantlar€n€n basamak halini almas€n€ etkili bi‚imde elimine eder. Bu sonu‚, s€k€ PCR

ko„ullar€ sa•layarak kolayla„t€r€l€r (Hummelet al.,1992). Ge‚mi„e ait DNA ‚al€„malar€nda

kullan€lacak primerler pirimidin bak€m€ndan zengin olmal€d€r. Bu tip primerler, pƒrince

zengin eski DNA dizinlerine tamamlay€c€ olacakt€r (O‰Rourkeet al.,1996).PCR s€ras€nda

kontaminasyon tespiti amac€yla kullan€lan negatif kontrollerde, bula„ma olmad€•€ durumda

sadece primer-dimer olu„umu g…zlenir. E•er ayn€ PCR ƒrƒnƒ ile yeniden PCR yap€lacak

olursa, primer-dimerler meydana gelmez (Ariffinet al.,2007).Degrade DNA‰n€n

amplifikasyonunda, farkl€ polimerazlar incelenmi„, 0.5› 1.2ng örnek oldu•unda etkinlik

a‚€s€ndan anlaml€ bir farkl€l€k bulunmam€„t€r (Purzyckaet al.,2006).Bir polimeraz enzimi

teknik anlamda dƒzenlenerek degrade DNA analizlerinde kullan€labilir hale getirilebilir

(Shapiro, 2008).Enzim ve primerler çal€„ma alan€ndaki kontaminantlardan etkilenebilir,

ancak bunlar€n UV radyasyonu primerleri inaktive edecek ve PCR'€ yok edecektir

(O‰Rourkeet al.,2000).

aDNA PCR reaksiyonundan elde edilen ƒrƒnƒ artt€rman€n en kolay ve ucuz yolu
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'hot-start' prosedürdür. Hot-start PCR,primerlerin ve/veya enzimlerin …rne•in ilk d…ngƒde

denatƒrasyon s€cakl€•€na ula„mas€ndan …nce DNA …rne•ine ba•lanmas€n€ engeller. Bu

prosedƒr, yanl€„ ba•lanma ve primer oligomerlerinin olu„um oranlar€n€ azaltarak

amplifikasyon ƒrƒnƒnƒ, dizinin do•rulu•unuve kesinli•ini artt€r€r (Chouet al.,1992).

Hedef d€„€ ƒrƒnler, sadece PCR malzemelerinin etkinli•i azaltmaz, ayn€ zamanda hedef

dizinin ‚o•almas€n€ da do•rudan engeller. Hot-start PCR; reaksiyon kar€„€m€n€n …nceden

€s€t€lm€„ €s€ d…ngƒ cihaz€na konulana kadar buz ƒstƒnde tutulmas€ veya denatƒrasyon

s€cakl€•€na gelene kadar inaktif kalan, yeni geli„tirilmi„ polimerazlar kullan€lmas€ ile

sa•lanmaktad€r.

STR ‚al€„malar€nda degradasyondan dolay€ alel dƒ„mesi g…rƒlebilir. Bu alel kayb€

boyut ba•lant€l€d€r ve herhangi bir lokusa …zgƒ de•ildir (Gerstenbergeret al.,1999;Meyer

et al.,2000;Ricautet al.,2004;BuckletonandTriggs, 2006;Opelet al.,2006).Degrade

…rnekler i‚in standart amplifikasyon ve elektroforez ko„ullar€, bƒyƒk STR‰lerde alel

dƒ„mesinden…tƒrƒ genotiplemede %100 ba„ar€ sa•lamam€„,kapilerelektroforezdeki

enjeksiyon sƒresi be„ saniyeden onsaniyeye ‚€kar€larak alellerin g…rƒntƒlenmesinde %80›

88ba„ar€ oran€ elde edilmi„tir. Ancak bununkekeme (Šstutter‰)  veya …l‚ek d€„€(Šoff-

ladder‰)bantlar gibi artefaktlar olu„turdu•u da belirtilmi„tir (Swangoet al.,2006).PCR

s€ras€nda enzim kaymas€ sebebiyle kekeme bantlar€n olu„tu•unu Gerstenbergerve

meslekta„lar€(1999) da ifade etmi„tir.Analiz edilen …rnek miktar€n€n artt€r€lmas€ ise

tiplemedebir farkl€l€k yaratmam€„t€r (Swangoet al.,2006).

Jel elektroforezinde uygun boyutta bant€n olmamas€ndan dolay€ aDNA …rne•i i‚in

amplifikasyonun ba„ar€s€z oldu•unu varsaymak, genellikle s€k rastlan€r bir durumdur.

Ancak konsantrasyonu dƒ„ƒk veya …nemli enzim inhibitörleri içeren örnekler; yetersiz
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‚o•alarak jelde g…rƒntƒlenemeyecek kadar az ƒrƒn olu„turabilir. Bu tip durumlarda,

amplifikasyonun artt€r€lmas€'touchdown PCR' (Donet al.,1991) ya da 'boosterPCR‰

(Ruanoet al.,1989) ile sa•lanabilir. Touchdown PCR, yƒksek ba•lanmas€cakl€klar€ ile

ba„lar ve standart s€cakl€•a ula„€lana kadar ilk d…ngƒler boyunca azalt€l€r. Kalan

d…ngƒlerde amplifikasyon i‚in kullan€l€r. †lk d…ngƒlerde dƒ„ƒk hatta belki de etkisiz primer

ba•lanmas€ olabilir, ancak her d…ngƒdeyƒksek kalitede hedef dizi oran€n€n artmas€yla

yanl€„ ba•lanma da en az indirgenir. Y…ntem, asl€nda uzun modern molekƒllerin

amplifikasyonu i‚in geli„tirilmi„tir, ancak kƒ‚ƒk boyutlar€na ra•men baz€ aDNA

örneklerinde de etkili olabilmektedir. Booster PCRise, sadece birkaç döngüde hedef diziyi

artt€r€lm€„ s€k€ ko„ullarda ve azalt€lm€„ primer konsantrasyonlar€nda ‚o•alt€r. Bu „ekilde

olu„turulan ƒrƒnler, her zamanki PCR reaksiyonunda …rnek olarak kullan€l€r. Booster PCR

ile ilgili temel endi„e, ilkdöngününƒrƒnlerinin ikinci PCR'da …rnek olarak kullan€lmas€

sebebiyle, …rneklerin modern kontaminantlarla kar„€la„ma olas€l€•€n€n artmas€d€r.

–rneklere, enzim inhibit…rlerine ba•lanarak enzim konsantrasyonunu artt€rmas€ i‚in

BovineSerum Albumin (BSA)eklenmesi,PCR etkinli•ini veelde edilen ƒrƒnƒ artt€rabilir.

aDNA analizlerinin …zelli•i olan uzun PCR d…ngƒlerinde (40 d…ngƒ) ileri uygunlukta

polimeraz aktivitesinin kullan€lmas€ da gereklidir.Pääbo(1989), yüksek enzim

konsantrasyonunun kontrolizolatlar€nda bazen nonspesifik amplifikasyon ürünlerine sebep

oldu•unu belirtmi„tir.PCR d…ngƒ say€s€n€n yƒkseltilmesiyle DNAizolat€nda var olan az

say€da molekƒlƒn ‚o•alma „ans€ artt€r€l€r (Dixonet al.,2006). AncakPCR döngülerinin

artt€r€lmas€, kontamine olan az miktardaki DNA‰n€n da artmas€na sebep olabilir (Ariffinet

al., 2007).

Ba„lang€‚taki …rnek molekƒllerin belirlenmesi hangi PCR‰€n yap€laca•€n€
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belirlemede yararl€d€r ve kompetitif PCR(Handtet al.,1996;Nielsen and Thuelsen, 1998),

son zamanlarda ise Real-Time Kantitatif PCR(Swangoet al.,2006)ile ba„ar€labilir. Ancak

…zgƒn aDNA oldu•unukesin olarak g…stermeyece•ii‚in ba„lang€‚taki …rnek miktar€n€

…l‚meyen ara„t€rmac€lar da vard€r (Chilverset al.,2008). DNA i‚eri•i ve degradasyon

durumunu tahmin etmekiçin kan, adlikemik ve arkeolojik kemiklerdemtDNA Real-Time

PCR ile analiz edilmi„; tƒm …rneklerde ba„ar€ sa•lanm€„t€r. Bunun yan€nda amplikon

uzunlu•u ile amplifikasyon verimi aras€nda ters bir ili„ki g…zlenmi„tir (Alonsoet al.,

2004).E•er PCR‰abin veya daha fazla molekƒlle ba„lan€yorsa, nƒkleotidlerin yanl€„

ba•lanmas€n€ teyit etmek i‚in deneyin tekrarlanmas€ gereksizdir. Daha az molekül söz

konusu ise birka‚ tekrara ihtiya‚ olabilir. Ayr€ca PCR ƒrƒnƒnƒn klonlanmas€ da sorunlar€

belirlemek ad€na …nemlidir (Handtet al.,1996).

Analiz edilecek …rneklerde kontamine DNA oldu•u durumlarda, tercihli

amplifikasyon(preferential amplification)g…rƒlebilir ve bu hasars€z DNA, …rne•e ait

par‚alanm€„ DNA‰ya g…re daha iyi ‚o•alabilir (Pääbo, 1989).

DNA dizinleri hasar g…rdƒ•ƒnde, PCR‰da primerlerle tamamlay€c€ ipli•i olu„turan

Taq polimeraz …rne•in hasarl€ b…lgesineAdenozin ekleyebilir, di•er …rne•e atlayabilir ve

uzamadevameder (O‰Rourkeet al.,1996).Pääbo(1990)bu etkiye atlamaPCR(Šjumping

PCR‰) ad€n€ vermi„tir. Booster PCR, atlamay€ …nlemektedir (P••bo,1990).

Ayn€ …rne•in tekrarlanan analizlerinden farkl€ genotiplerin olu„mas€ i‚in …ne

sƒrƒlen hipotezlerden biri, amplifikasyon s€ras€nda primerlerin mikrosatellit lokuslar€na ait

dizinlere ba•lanmas€ile k€smen par‚alanm€„ tekrar dizinlerinin ‚apraz ba•lanmas€n€n

beraber ger‚ekle„ebilmesidir.Tekrar dizinlerinin i‚inden kopan DNA par‚alar€,

mikrosatellit lokuslar€n€n‚o•alt€lmas€ s€ras€nda kimerik alellerin olu„umunun en s€k
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sebebidir. Bu yanl€„ aleller PCR‰€nilk döngülerinde meydana gelir ve Taq polimeraz için

uygun b…lgeler olu„turacak „ekilde birbirine ba•lan€r.Bu …nlemek amac€ylaDNA

par‚alar€n€n 3‰ u‚lar€na ‚oklu A kuyru•u ekleyecek bir y…ntem geli„tirilmi„tir.Buna göre,

1¡g aDNA‰n€nyakla„€k6› 12pmol 3‰ ucu i‚erdi•itahmin edilerek, uygun miktarlarda

terminal transferaz, dATP, tampon ve BSA ile reaksiyona girmesi sa•lanmaktad€r.Böylece

…rnekteki 3‰ u‚lara ‚oklu Adeninkuyru•u eklenerek, 3‰ u‚lar kapat€l€r vedi- veya

trinükleotid içeren tekrar dizinlerinin daha güvenilir tiplenmesi mümkün olur. Bu yöntem

atlama PCR‰€ da …nlemektedir(Culjkovic et al.,2003).

Ayn€ anda hem mtDNA hem de STR analizleri yapmay€ sa•layan ikili PCR

tekni•inin inhibit…r deneylerinde ve PCR etkinli•ini kontrol etmedeyararl€ olabilece•i

bildirilmi„tir. Formaline g…mƒlƒ, adli ve biyoarkeolojik …rneklerde kar„€la„t€rmal€ olarak

ikili PCR ‚al€„malar€ ile ger‚ekle„tirilmi„, …zellikle eski DNA‰da ba„ar€l€ sonu‚lar al€nd€•€

belirtilmi„tir (von Wurmb-Schwarket al.,2003, 2004).

ŠNested-PCR‰ad€ verilen y…ntemle yanl€„ DNA b…lgesinin ‚o•alma ihtimalien aza

indirgenir. Bu amaçla herbir lokus i‚in iki ‚ift primer kullan€l€r. †lk ‚ift(Šd€„ primer‰)

standart PCR temelinde lokusu ‚o•alt€rken, ikinci set primerler (Šnested-primerlerveya iç

primerler‰)  ilk PCR ƒrƒnlerine ba•lan€r ve ikinci PCR ƒrƒnƒ ilkinden dahak€sa olur.

Nested-PCR baz€ ara„t€rmac€lar taraf€ndan aDNA ‚al€„malar€nda kullan€lm€„t€r(Yanget

al., 1997;Fernandezet al.,2006; Millaret al.,2008).

Römplerveara„t€r€c€lar€(2006) basit tekli PCR yerine, iki basamakl€ ‚oklu PCR

…nermi„tir.Meissnerve meslekta„lar€n€n (2007) geli„tirdi•i k€sa be„li PCR yakla„€m€,

DNA tiplemesinin ticari kitlerle ba„ar€s€z oldu•u olgularda, …zellikle degrade …rneklerde

mükemmel sonu‚lar elde etmeyi sa•lar.
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DNA Analizi

PCR ürünlerinin analizi için gerekli temel teknoloji, elektroforezdir (Sambrookand

Russel, 2001). DNA par‚alar€n€ boyutlar€na g…re ay€ran elektroforez, plaka jellerde veya

kapiler arac€l€•€yla yap€labilir. Plaka jel kullan€lacaksa, iki farkl€ ta„€y€c€ ortam s…z

konusudur: agaroz veya poliakrilamid. Seçilen elektroforez yöntemi, bilimsel sorunun

‚…zƒmƒne veya beklenen cevaba dayanan analiz ‚e„idine ba•l€d€r.En kolay yol, PCR‰€n

olup olmad€•€n€n tespitidir. Bu durumda agaroz jel elektroforezi genellikle yeterlidir.

Agaroz jel elektroforezi, amplifikasyon ürünlerinin yeterli uzunluk polimorfizmi

g…sterdikleri durumlarda veya RFLP analizinde de uygundur. Ancak ‚oklu dizin veya k€sa

parça polimorfizmleri inceleniyorsa, amplifikasyon ürünlerinin yüksek çözünürlükteki

elektroforez ünitelerindeanaliz edilmesi gereklidir. Par‚alar€ ay€rt etmede yeterli

‚…zƒnƒrlƒk elde etmek i‚in, ay€r€c€ ortam olarak poliakrilamid kullan€l€r. Hem par‚a, hem

de dizin analizleri uygun yaz€l€mprogramlar€yla desteklenen otomatik aletler kullan€larak

tamamlanabilir, b…ylece sonu‚lar€n yorumlanmas€ daha h€zl€ ve kolay ger‚ekle„ir

(Hummel, 2003).

Par‚a uzunluk analizi veya DNA molekƒllerinin boyutlar€na g…re ayr€lmas€, tƒm

elektroforeztekniklerinde temel yakla„€md€r, elektrik alanda tutulan yƒklƒ molekƒller

boyutlar€na g…re katoddan anoda do•ru ta„€y€c€ bir ortam ƒzerinde g…‚ eder.Kullan€lan

ay€r€c€ ortama ba•l€ olarak sonuçlar çözünürlüklerine görede•i„ir. Agaroz jel

elektroforezinde dƒ„ƒk yƒzdeli jeller 50› 500baz çiftiaras€ kƒ‚ƒk molekƒllerin benzer

oranda hareketine sebep olur, b…ylece aDNA elektroforezinde par‚a ayr€m€ yetersizkal€r,

sadece 500 baz çiftiƒzerindeki par‚alar dƒ„ƒk konsantrasyonlu agaroz jellerde ba„ar€yla

ayr€l€r. Par‚a ayr€m€nda molekƒllerin 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€ olur.Jeli kaplayan tampon çözelti

de kaliteyi etkileyen bir faktördür(SambrookandRussel, 2001). E•er aDNA agaroz jel

elektroforezi ile ayr€l€rsa, degrade DNA‰da var olan ‚apraz ba•lar, yƒksek molekƒler

a•€rl€kl€ DNA ile uyumlu bir h€zda g…‚ eder (Cooper, 1994).

Dizin analiziveya dizinleme(sekanslama), ‚o•alt€lm€„ DNA par‚as€ i‚inde bazlar€n

birbirini takip etmesinin analizidir.Nƒkleotid de•i„imleri, insersiyonlar veya baz

delesyonlar€ gibi her tƒrlƒ polimorfizmi ortaya ‚€karabilir. Polimorfizmin yap€s€na ba•l€

olarak alternatif teknikler de kullan€labilir. –rne•in, dizinin belirli bir bölgesinde 2-6

bazl€kbir insersiyon veya delesyon bekleniyorsa ve bu baz eklenmesi veya yok olmas€ elde

edilecek tek bilgi ise, par‚a analizi bir ‚…zƒm yolu olabilir. Ancak ‚ok say€da bilinmeyen

farkl€ polimorfizmlerin s…z konusu oldu•u analizlerde dizinleme yerine kullan€lacak bir

ba„ka teknik yoktur (Hummel, 2003).

Dizinleme farkl€ yollarla yap€labilir. Gƒnƒmƒzde otomatik dizinleme teknolojisinde

Sanger-Coulsondizinlemesi kullan€l€r,zincir sonland€rma tepkimesi veyaTaq-döngü

dizinlemesi de denilir. †lkini takiben ikinci bir PCR‰a gerek duyulur.†lkinin tersine, ikinci

PCR asimetriktir, sadece bir primer kullan€l€r, b…ylece ƒrƒnƒn tek ipli•inin linear

amplifikasyonu sa•lan€r. †kinci PCR‰€n en …nemli noktas€, dizini meydana getirenbütün

bazlar€n ‚e„idine g…re belirli renklerle i„aretlenmesidir. Bu, sadece dinükleozittrifosfat

(dNTP) eklemekle de•il,dörtlü floresan dideoksinükleosittrifosfat da(ddNTP) eklemekle

sa•lan€r.ddNTP‰ler-OH grubu i‚ermedi•i i‚in, fosfodiester ba•€n€n olu„umu engellenir ve

yeni nƒkleotidler yap€ya kat€lmaz, zincir uzamas€ sonlan€r.dNTP ve ddNTP‰lerin 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
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olu„turan bazlar farkl€ renklerle birbiri ard€nadizilir (Sangeret al., 1977).

Baz€ ara„t€rmac€lar, ‚o•altt€klar€ DNA par‚alar€n€ do•rudan dizinlemi„tir (Anzaiet

al., 1999; Ariffin et al.,2007).OysaHummel‰in (2003) belirtti•ine g…re, adli veya

arkeolojik …rneklerde PCR sonras€ do•rudan dizinleme, kontaminasyon sebebiyle gƒvenilir

ve geçerli bir sonuç veremeyecektir. Bu durumda birden fazla bireye ait olma (kontamine

olma) ihtimali yüksek olan PCR ürünlerini belirlemek için biyoteknolojiden yararlanarak

dizinleme öncesi klonlama yapmaktek uygun çözümdür. Kontaminasyonun belirlenmesi

i‚in klonlama yap€lmas€ …nerilmektedir (Hebsgaardet al.,2005).PCR sonras€ do•rudan

dizinleme, primerler taraf€ndan amplifiye edilen her „eyin bir …zetidir ve modern DNA

‚al€„malar€nda standartt€r. Oysa ge‚mi„ten kalan materyalden ger‚ekle„tirilen PCR, …zgƒn,

hasarl€ ve kontamine olan her tƒrlƒ DNA‰y€ i‚eren ‚ok say€da dizini ‚o•alt€r. Bu sebeple

dizinler s€kl€kla klonlama yap€larak belirlenir(Stone, 2008).

aDNA hasar€ hakk€nda bir‚ok istatistiksel ara„t€rma, her …rnektemutasyon da•€l€m€

olu„turmak i‚in klonlamaya dayan€r (Hoet al.,2007).Tek bir PCR‰dan ba•€ms€z ‚ok

say€da klonlaman€n, amplifikasyonun ilk d…ngƒlerindedüzensizetkiler yüzünden bir

haplotipte rastgele bir art€„ olan PCR sƒrƒklenmesi (ŠPCR drift‰) sebebiyle yeterli bir delil

olamayaca•€ da belirtilmelidir (Axelssonet al.,2008). Hove meslekta„lar€(2007), yanl€„

ba•lanma lezyonlar€n€ kesin olarak tahmin etmek i‚in simƒlasyon kullanarak bilinen

miktarda hasarl€ dizinler olu„turmu„ve haz€rlananmodelinhatakapasitesini belirlemi„tir.

Daha sonra bu model aDNA setlerinde yanl€„ ba•lanma lezyonlar€n€n say€s€n€ tahmin

etmek i‚in kullan€lm€„t€r. Dizinler aras€nda istatistiksel y…ntemlerle analiz konusunda ileri

‚al€„malar yap€lmas€ …nerilmektedir (Axelssonet al.,2008).
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Biyoteknolojiden Yararlanma

Genetik mƒhendisli•i veyarekombinant DNA teknolojisi ya dason y€llardaki

ad€ylabiyoteknoloji, 1970‰li y€llar€n ba„€nda geli„meye ba„lam€„ veh€zl€bir ilerleme

kaydetmi„tir. Genetikte yeni bir dönem yaratarak, temelinde gen klonlamas€ i‚eren

yöntemlerle bir‚ok bilim dal€nafayda sa•lam€„t€r (Brown, 2006). Rekombinant DNA

teknolojisi, PCR gibi herhangi bir DNA par‚as€n€n ‚o•alt€lmas€n€ sa•lar (Tefferi, 2006).

Bini ve Pappalardo (2005), anne taraf€ndan akraba olanlar€n farkl€ dokular€nda

heteroplazmik mtDNA profillerini klonlama ile tespit etmi„ ve farkl€ dizin varyantlar€n€n

da•€l€m€n€ belirlemede bu y…ntemin yƒksek kesinlik ve duyarl€l€k g…sterdi•ini bildirmi„tir.

†nsan veya insan d€„€ tƒmeski örneklerden genetik analiz için rekombinant DNA

tekniklerinden yararlanmak; kontaminasyon ihtimali ‚ok fazla olan bu …rneklerden do•ru

analiz yapmak i‚in tercih edilen ve giderek daha s€k kullan€lan bir y…ntemdir (Pääbo, 1985,

1989; Hummelet 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 ilk‚al€„malarda da 2400 y€ll€kM€s€r mumyas€ndan DNA dizisi elde

edilirken, hedefb…lgenin bir vekt…re kopyalamas€ ve klonlanan par‚alar€n dizinlenmesi

a„amalar€ ger‚ekle„tirilmi„tir (Pääbo, 1985).

Gen klonlamas„

Gen klonlamas€ deneylerinde temela„amalar „unlard€r: 1.Klonlanacak geni içeren

DNA par‚as€, ˜vekt…r™ olarak adland€r€landairesel DNA molekƒlƒnƒn i‚ine yerle„tirilir ve

˜rekombinant DNA molekƒlƒ™ elde edilir.2. Vekt…r, bu geni ‚o•unlukla bir bakteri olan

konak hƒcreye aktar€r.3. Vekt…r, konak hƒcrede ‚o•al€r ve sadece kendisinin de•il, ta„€d€•€
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genin de ‚ok say€da kopyas€n€ ƒretir.4. Konak hƒcre b…lƒndƒ•ƒnde, rekombinant DNA

molekƒl kopyalar€ yeni nesillere ge‚er ve vekt…r replikasyonu devam eder.5. Çok say€da

hƒcre b…lƒnmesinden sonra, ayn€ konak hƒcrenin koloni veya klonlar€ ƒretilmi„ olur. Her

klon, rekombinant DNA molekƒlƒnƒn bir veya daha fazla say€da kopyas€n€ ta„€r. B…ylece

rekombinant molekƒl taraf€ndan ta„€nan gen art€k klonlanm€„ olur (Brown, 2006). Bir

ba„ka deyi„le klonlama, iki farkl€ organizmadan elde edilenDNA par‚alar€n€n birbirine

kat€l€m€ sonucu olu„anmolekƒlƒn, bakteriler taraf€ndan al€n€p ‚o•alt€lmas€ yoluyla ‚ok

say€da kopyas€n€n elde edilmesidir.

Klonlama, iki temel amaca hizmet eder. Birincisi, az say€da ba„lang€‚

materyalinden ‚ok say€da rekombinant DNA ƒretmeyi sa•lar.Sadece birkaç nanogram

yeterlidir, her bakteri bir plazmid al€p bir koloni olu„turmak ƒzere defalarca b…lƒnece•i

i‚in, her hƒcre molekƒlƒn ‚ok say€da kopyas€n€ i‚erir. Ba„lang€‚ miktar€n€ artt€racak

„ekilde birka‚ mikrogram rekombinant DNA genellikle tek bir bakteri kolonisinden elde

edilebilir. †kincisi; purifikasyonu sa•lamas€d€r. Çünküligasyon kar€„€m€ndaistenen

rekombinant molekƒl d€„€nda;ba•lanmam€„ vekt…r molekƒlleri, ba•lanmam€„ DNA

molekƒlleri, kendine ba•lanm€„ vekt…rler ve yanl€„ DNApar‚as€ i‚eren rekombinant

DNA‰lardabulunur. Ba•lanmam€„ vekt…rler, nadiren bir sorun yarat€r, ‚ƒnkƒ bakteri

hƒcreleri taraf€ndan al€nm€„ olsalar da, sadece baz€ istisnai „artlar d€„€nda ‚o•almazlar.

Bakteri i‚indeki enzimler, bu DNA par‚alar€n€ degrade eder. Kendine ba•lanm€„ vekt…rler

ve yanl€„ rekombinant plazmidler, istenen molekƒl kadar verimli ‚o•al€r. Ancak yine de

istenen molekƒlƒn safla„t€rmas€ klonlamayla sa•lanabilir, ‚ƒnkƒ bir hƒcrenin birden fazla

DNA molekƒlƒ almas€ mƒmkƒn de•ildir(Brown, 2006).
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Klonlama s€ras€nda her hücre bir koloni olu„turaca•€ndan kolonideki her klon ayn€

molekülü içerecektir.Farkl€ koloniler; kimi istenen rekombinant DNA molekƒlƒ, kimi

farkl€ rekombinant DNA molekƒlƒ, kimisi de kendine ba•lanm€„ vekt…rler olmak ƒzere

farkl€ molekƒller i‚erir. Bu sebepledo•ru rekombinant plazmidleri i‚eren kolonilerin

do•ru tespit edilebilmesiönemlidir (Brown, 2006).

Klonlama Vektörleri : Bir DNA molekƒlƒnƒn, gen klonlamas€nda vekt…r olarak

g…rev yapabilmesi i‚in bir‚ok …zelli•e sahip olmas€ gerekir.En önemlisi,konak hücrede

‚o•alabilmelidir. B…ylece rekombinant DNA molekƒlƒnƒn ‚ok say€da kopyas€ ƒretilir ve

yavru hƒcrelere aktar€l€r.Bir klonlama vektörüideal olarak 10kb‰dankƒ‚ƒk olmal€d€r,

‚ƒnkƒ bƒyƒk molekƒller safla„t€rma s€ras€nda kopmaya e•ilimlidir ve manipƒleedilmesi

daha zordur.Bakteri hƒcrelerinde bu kriterleri sa•layanDNA molekülleri,temel olarak

plazmidler vebakteriyofaj kromozomlar€d€r(Brown, 2006).

Plazmidler, bakterihƒcrelerinde ba•€ms€z bir varl€k g…steren, dairesel DNA

molekülleridir. Plazmidler ‚o•unlukla 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 yetene•i, s€kl€kla antibiyotik diren‚li genleri

ta„€yan plazmidin bakteri hƒcresinde var olmas€ndan ileri gelir. Bir‚ok plazmid, ana

bakteriyel kromozomdan ba•€ms€z olarak ‚o•alabilir. Tek bir hƒcrede birbirlerine

uyumlar€na g…re ‚ok say€da farkl€ plazmiddebulunabilir(Brown,2006).

Bakteriyofajlar, özellikle bakterileri enfekte eden virüslerdir. Bütün virüsler gibi

fajlar da, protein moleküllerindenolu„mu„ koruyucu bir k€l€f ile kaplanm€„ ve baz€lar€ faj

replikasyonu i‚in genler ta„€yan bir DNA-nadiren RNA- molekülüiçeren oldukça basit
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yap€dad€r.Bakteriyofajlar€n bir‚ok farkl€ ‚e„idi vard€r, ancakbunlardanlambda (’ ) ve

M13, klonlama vektörü olarak önemlidir(Brown, 2006).

Yirmi kilobazdan kƒ‚ƒk DNA par‚alar€n€n klonlanmas€nda kullan€lan plazmidler

ve bakteriyofajlar d€„€nda; 300-1000kb boyutlar€nda bƒyƒk DNA‰lar için de kozmidler

(büyük plazmidler), bakteriyel yapay kromozomlar (Bacterial Artificial Chromosomes,

BAC) veya maya yapay kromozomlar€ (Yeast Artificial Chromosomes, YAC) da vekt…r

olarak kullan€labilir(Tefferi, 2006).

Geˆmi†e ait DNA'n„n Güvenilirli ‡i

Kontaminasyon: aDNA'n€n gƒvenilirli•i veya ger‚ek/özgünolma …zelli•i; …nemli

bir konudur ve ara„t€rma sonu‚lar€n€n modern kontaminantlardan ziyade, kendi hedef

dizilerini yans€tt€•€n€ varsaymakdikkat ister (Handtet al.,1994b; Richardset al.,1995).

Ge‚mi„e ait …rneklerden …zgƒn DNA elde etmenin kesin bir teknik garantisi yoktur, bu

kontamine DNA‰y€ …zgƒn eski DNA‰dan ay€rman€n zorlu•udur (YaoandZhang, 2003).

Hatta tƒm kriterler kar„€lansa bile, …zgƒnlƒk kesin olmayabilir (Cooperet al.,2004).

Klonlama sonras€ dizinleme …zgƒn DNA varl€•€ ile ilgili fikir verir. E•er tƒm klonlar ya da

‚o•u birbiriyle uyumluysa, DNA‰n€n kontamine olmad€•€ kabul edilir (Stone, 2008).

Yay€nlanan ilk …zgƒnlƒk kriteri ƒ‚ noktayla s€n€rl€d€r:1. †zolasyons€ras€nda

çözeltilerden gelebilecek kontaminasyonlar€ belirlemek i‚in …rneklerle birlikte kontrol

izolatlar€n€ test etmek,2. Her örnekten birden fazlaizolasyonhaz€rlamak,3.Amplifikasyon

etkinli•i ve amplifikasyon ƒrƒnƒnƒn boyutu aras€nda, eski DNA …rne•inde degradasyon ve

hasar€ g…steren bir ters ilgi beklemek. Bu kriterler, kontaminasyon ve yanl€„ ba•lanmalar

hakk€nda yeni bak€„ a‚€lar€ belirgin hale geldik‚egeni„letilmi„tir (Pääboet al.,2004).
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Handtve meslekta„lar€(1994b), aDNA sonu‚lar€n€n gƒvenilirli•ini de•erlendirmek

i‚in alt€ kriter belirlemi„lerdir: 1. PCR'dan …nce ve sonraki aktiviteler, laboratuvar€n farkl€

k€s€mlar€nda veya ayr€ laboratuvarlarda yap€lmal€d€r.2. Modern DNAbula„mas€ndan

korunmak i‚in s€k€ laboratuvar ko„ullar€ uygulanmal€d€r.3. Kontaminasyonun tespit

edilebilmesi i‚in kontrol …rnekler kullan€lmal€d€r.4. Sonu‚lar€ do•rulamak i‚in …rnekler

tekrar ‚al€„€lmal€d€r.5. G…zlenen aDNA dizisi, filogenetik ili„ki g…stermelidir.6. Parça

boyutu ile PCR etkinli•i aras€nda ters ili„ki g…zlenmelidir.

Pääbove meslekta„lar€na (2004)g…re neredeyse tam bir kriter listesi vard€r:

1. Amplifikasyon ƒrƒnleri rutin olarak klonlanmal€ ve ‚ok say€da klon

dizinlenmelidir.

2. Kör izolasyonkontrolleri haz€rlanmal€d€r. Benzer „ekilde, negatif PCR kontrolleri

kullan€lmal€d€r. Her deneyde …rnek eklenmemi„ ‚ok say€da kontrolƒn

amplifikasyonu yap€lmal€d€r.

3. Ayn€ …rne•in ayn€ veya farkl€izolatlar€ndan tekrarlanm€„ amplifikasyonlar

gereklidir. ˆal€„€lan …rne•in DNA i‚ermedi•ine karar verilmeden …nce, ƒ‚

izolasyonyap€lmas€ makul bir ‚abad€r.

4. Bir izolatta var olan ‚o•alt€labilir DNA molekƒllerinin kantitasyonu, tutarl€

de•i„imlerin meydana gelebilece•i PCR‰a ne kadar molekƒl ile ba„lanaca•€

hakk€nda bir fikir verir.

5. Amplifikasyon verimlili•i ve amplikonuzunlu•u aras€ndaki ters orant€, aDNA

…rne•inde var olan engelleyici lezyonlar€n ve degradasyonun ilerlemesinin en basit

belirtecidir.
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6. Genel durumlar€na g…reDNA i‚erebilecek …rnekleri belirleyecek h€zl€ tarama

y…ntemleri kullan€labilir.Aminoasit varl€•€n€n analizi,kemikhistolojisinin

de•erlendirilmesi, DNA hasar€n€n belirlenmesi, kemikteki porozite ve yo•unlu•un

ölçülmesi ve elekron mikroskopu ile de•erlendirme;alternatif yöntemlerdir.

7. Hücrelerdemitokondri gibi organellerin DNA‰lar€ da bulunur. mtDNA bir‚ok

aDNA ‚al€„mas€nda temeloldu•unda, ‚ak€„andizinleri ‚o•altmada farkl€primer

setleri kullan€labilir.

8. –nemli sonu‚lar ikinci bir laboratuarda do•rulanmal€d€r. Bu, bir laboratuvar

kontaminasyonunu belirlemede yararl€d€r.

Yang veWatt (2005) taraf€ndanhedef DNA molekülüne benzer herhangi bir

molekƒl ile bula„ma olarak tan€mlanan kontaminasyon,ara„t€rma konusuna ba•l€d€r.

–rne•in; modern insan DNA‰s€, ge‚mi„e ait insan kal€nt€lar€ ‚al€„malar€nda bir

kontaminant iken, hayvan kal€nt€lar€ ile yap€lan ara„t€rmalarda insana ait bir bula„ma

…nemli de•ildir (Watt, 2003).

Kontaminasyon,laboratuvarkaynakl€ olabilir. Laboratuvarda meydana gelen bir

bula„ma,PCR ƒrƒnƒnƒn ta„€nmas€d€r. PCR ƒrƒnleri, kolayl€kla herhangi bir maddeye

kendilerini yap€„t€rabilir ve giysi, ayakkab€ veya havaland€rma sistemleri yoluyla

ta„€nabilir. Dolay€s€yla laboratuvar personelinin giysileri, kullan€lan kimyasallar, araç-

gereçler veya aletler;havada bulunan görülmeyen tanecikleri, serbest hücreve DNA

moleküllerini içerebilir,PCR tƒplerine girerek ya da s€v€lar transfer edilirken ortama

kar€„abilir (Watt, 2003). PCR malzemelerinden kaynaklanan …zellikle hayvan kaynakl€

kontaminasyonlarbildirilmi„tir (Leonard et al.,2007).Bunlarla birlikte müze örneklerini
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birle„tirmede yap€„t€r€c€ kullan€ld€•€ i‚in, insan dizinleri; hatta yap€„t€r€c€ hayvan kaynakl€

bir madde ise hayvana ait dizinler detespit edilebilir(Cooper, 1994; Nicholsonet al.,

2002).

†nsan DNA‰s€ ile kontaminasyon, bula„m€„ laboratuvar malzemelerinin

kullan€lmas€ ile meydana gelir. –rne•in; malzemelerAvrupa kökenli birüretici firmada

Avrupa tipidizinlerle kontamine olabilir(KaestleandHorsburgh, 2002). Analiz öncesinde

(…rne•in, kaz€ a„amas€nda) veya analiz s€ras€nda …rnekle temasta bulunan ki„ilerden de

insanDNA‰s€ kontaminasyonu ger‚ekle„ebilir (Watt, 2003). ˆok yayg€n olan bu durum,

ayn€ zamanda kontaminasyonun …rnek kaynakl€ olmas€ile de a‚€klanabilir(Hebsgaardet

al., 2005).–rnek kaynakl€ kontaminasyonun bir di•er „ekli de birbirine ‚ok yak€n olarak

saklanan veya sergilenen …rnekler aras€nda ‚apraz bula„mad€r. Bu, PCR …ncesi haz€rl€k

a„amas€nda herhangi birad€mdada meydana gelebilir (Watt, 2003).

Kontaminasyonu …nleyecek veya en aza indirgeyecek ‚e„itli protokoller

önerilmi„tir. Laboratuvar kaynakl€ kontaminasyonun önlenmesi içinher ‚al€„maayr€bir

alandayap€lmal€d€r.–rne•in; izolasyon, PCR'a haz€rl€k veamplifikasyon a„amalar€

birbirinden ayr€lm€„ farkl€ k€s€mlardager‚ekle„tirilmelidir. Gƒnƒmƒzdeizolasyoniçin

di•er laboratuvarlardan ayr€, HEPA-filtreli, pozitif bas€n‚l€özel alanlar düzenlenmekte;

PCR haz€rl€•€ i‚inisesteril,HEPA-filtreli, pozitif bas€n‚l€ bir hava dƒzene•i ve UV €„€k

sistemi olan farkl€ birlaboratuvar kullan€lmaktad€r.Alanda ayr€ca tƒpleri, otomatik

pipetleri ve baz€ malzemeleri steriletmekiçin rutin olarak kullan€lan birUV kabini de

bulunur. ˆal€„ma alan€ndan, aletlerden veya malzemelerden kaynaklanan kontaminasyon

riskinin azalt€lmas€ i‚in,sodyumhipoklorit veyaDNAz ile rutin temizlik yap€lmal€veya

UV radyasyonuna tabi tutulmal€d€r (O‰Rourkeet al.,2000).Dekontaminasyon amac€yla en
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s€k kullan€lan kimyasal hipoklorittir ve oksidatif hasarla dakikalar i‚inde DNA‰y€ par‚alar.

Bu sebeple…rneklere uyguland€•€ndaendojen DNA‰y€ da par‚alamamas€ i‚in kontrollƒ

olarak kullan€lmal€d€r (KempandSmith, 2005; Dissinget al.,2008). Ta„€nma sebebiyle

kontaminasyonun en aza indirilmesi i‚in, €s€ d…ngƒ cihaz€n€n €s€ blo•una da her

amplifikasyondan 20› 30 dakika …nce UV verilmesi …nerilmektedir. Tƒm aDNA i„lemleri

eldiven (terciheniki kat eldiven), maske ve uzun kollu …zel giysiler giyen ara„t€rmac€lar

taraf€ndan yap€lmal€d€r (O‰Rourkeet al.,2000).Bunun yan€nda, laboratuvar personelinin

aDNA ‚al€„ma alan€ndan modernDNA laboratuvar€na, PCR …ncesi alandan PCR sonras€

alana do•ruhareket etmesi PCR ƒrƒnlerinin ta„€nmas€n€n …nlenmesini sa•layacakt€r (Watt,

2003). Bunun yan€nda bir aDNA laboratuvar€nda modern …rneklerle ilgili ara„t€rmalar€n

yap€lmamas€, en temel kontaminasyon etkenindenkorunmay€ sa•lar (Pääboet al.,2004).

Anderungve ara„t€r€c€lar€nag…re (2008), kontaminasyonun temel kayna•€

laboratuvar de•il, kaz€ ve saklama ko„ullar€d€r.Kaz€ s€ras€nda bir kontaminasyondan

korunmak için,maske, eldiven, temiz bir po„et ve temiz aletler kullan€lmas€ etkilidir (Yang

andWatt, 2005).Kemiklerin kaz€ sonras€nda y€kanmas€ ve temizlenmesi, kontaminasyon

i‚in kritik a„amalard€r (Forteaet al.,2008).–rnekler aras€nda ‚apraz bula„ma riskinin

azalt€lmas€ i‚in …rneklerin ayr€ ayr€ ele al€nmas€, eldivenlerin …rneklerle birlikte

de•i„tir ilmesi, aletlerin ve araç-gere‚lerin temizlenmesi, filtreli pipet u‚lar€n€n kullan€lmas€

gereklidir (Watt, 2003).

Bireysel ‚al€„malardaki kontaminasyonun belirlenmesi i‚in ‚ok say€dakör

izolasyon kontrolü venegatifPCRkontrolü kullan€lmal€d€r.Kör izolasyon kontrolü,

izolasyon s€ras€ndalizis çözeltisine kemik tozu eklenmeden;negatif PCR kontrolü ise PCR

kar€„€m€n€n i‚ineDNA izolat€eklenmeden,tüm a„amalardan ge‚irilenkontrollerdir (Watt,
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2003). Bunlardaherhangi bir ƒrƒnƒn varl€•€, kontaminasyonunkesin kan€t€d€r ve deney

tekrar edilmelidir. Hatta PCR haz€rl€•€ s€ras€nda a‚€k ve kapal€ iki kontrolƒnde

kullan€lmas€ …nerilir. A‚€k kontroller;  DNA'n€n eklenmedi•i, ancak PCR'€n ba„lat€lma

a„amas€na kadar kapaklar€ a‚€k kalan, tƒm di•er …rnek tƒpleri kapat€ld€ktan sonra kapaklar€

kapat€lan tƒplerdir. Kapal€ tƒpler ise …rnek d€„€nda tƒm 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 kontamine malzemelerden kaynaklanan

bula„ma durumlar€n€ etkin olarak ay€rt etmeye yarar (O‰Rourkeet al.,2000).aDNA

‚al€„malar€nda pozitif kontrol kullan€lmas€, kontaminasyon olas€l€•€ndan dolay€ tavsiye

edilmemektedir (WillerslevandCooper, 2005).

†lk sonu‚lar€n tekrarlanmas€ bir zorunluluktur. Hatta ideali, bu tekrar€n ba„ka bir

laboratuvar taraf€ndan yap€lmas€d€r (Kringset al.,1997; Hebsgaardet al.,2005). Ancak

s€kl€kla bu, maliyetinden …tƒrƒ mƒmkƒn olamamaktad€r. Ayn€ laboratuvarda tekrar, farkl€

izolasyonlar yap€larak ba„lamal€d€r. Mƒmkƒnse di„ gibi farkl€ iskelet elemanlar€

kullan€lmal€d€r. Tekrarlar birka‚ hafta veya ay aral€kla ger‚ekle„tirilmelidir. Bu tekrarlar

olmadan aDNA sonu‚lar€ ge‚ici olarak kalacakt€r (O‰Rourkeet al.,2000).†ki farkl€

laboratuvar taraf€ndan yap€lacak ba•€ms€z analizlerin sadece laboratuvar

kontaminasyonunu yok edece•i, …rnek iki laboratuvara da ula„madan …nce kontamine

olmu„sa, iki analizde de ayn€ olan ancak …zgƒn olmayan sonu‚lar elde edilece•i g…z

…nƒnde tutulmal€d€r (Yang et al.,1997).

aDNA sonu‚lar€, filogenetik bir ili„ki göstermelidir (Handtet al.,1994b). †nsana ait

…rneklerde, eski …rnekle onun soyundan gelen toplumlar€n genetik benzerli•i bir anlam

ifade etmelidir. Tüm laboratuvar personelinin DNA örnekleri, modern, laboratuvar



87

kaynakl€ kontaminantlar€ belirlemek amac€yla, incelenen …zellikler i‚in dizinlenmeli ve

tiplenmelidir. –rnekleri topraktan ‚€kartan arkeolog veya mƒze personeli gibi, …rnekleri

tutan ki„iler de bulunabiliyorsa, tiplenmelidir. Sonu‚ olarak, ilk kopya …rnek dƒ„ƒk (<100)

ise, PCR hatalar€ birikebilir ve son PCR ƒrƒnƒnƒn miktar€na etki edebilir (Handtet al.,

1996). Bu ‚o•alt€lm€„ diziler, dizi heterojenitesi olarak bilinir ve ancak kontaminasyonu da

ortaya ‚€karacak olan‚ok say€da klonlanm€„ PCR ürününündizinlenmesi ile belirlenir

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

Genellikle tƒm bu kriterleri g…z …nƒne almak ola•anƒstƒ bir …nem ta„€r. Ancak her

olguda her bir kritere ba•l€ kalmak gerekli de•ildir, ‚ƒnkƒ tƒm ‚al€„malarda tƒm hata

kaynaklar€ meydana gelmez.†zolasyonve PCR kontrolleri her zaman kullan€lmal€ysa da,

bir ve ayn€izolattan ‚ok say€da amplifikasyon, binlerce …rnek molekƒlden ba„layaca•€

kantitasyonla belirlenmi„se tutarl€ de•i„ikliklerin olmas€ beklenmedi•inden gereksizdir.

–rneklerin iyi korunmu„ oldu•u g…zlemleniyorsa, korunman€n biyokimyasal analizine de

ihtiya‚ yoktur. Ancak biyolojik a‚€dan …nem aDNA‰n€n belirli bir dizininin…zgƒnlƒ•ƒne

dayan€yorsa, ikinci laboratuarda tekrarlanmas€ dahil kriterlerin ‚o•u ya da hepsi

sa•lanmal€d€r (Pääboet al.,2004; Hebsgaardet al.,2005).Schweitzerve meslekta„lar€

(2008)ancakfosillerin morfolojik, mikroyap€sal ve kimyasal analizleri, biyomolekƒler

parçalar€n olas€ varl€•€n€ g…sterirse, moleküler analizlere ba„lanmas€ gerekti•ini

savunmaktad€r.

‹rne‡in Yap„s„: Tek bir eski …rne•in analizi, …rne•in kald€•€ zamandan ziyade

yap€s€ndan dolay€ sorunludur. Bir‚ok …rne•in birpopülasyonolarak analizi ise daha

zordur. ˆo•u eski toplum …rne•i, belirli bir b…lgedede•i„en zaman aral€klar€yla ayr€lan

birçokbireyden olu„ur. Bu sebeplepopülasyonun standart tan€m€n€ sa•lamaz vebunun
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geleneksel anlamda do•ru birpopülasyonolmad€•€ bilinmelidir. Bu tip bir …rnek

da•€l€m€nda, standartpopülasyonve genetik analiz varsay€mlar€ ƒzerinde uzla„ma

sa•lanmal€d€r. Bu, …rneklerde gƒvenilir zaman kayna•€n€n …nemli oldu•u anlam€na gelir.

Örnekleri tarihlendirme, aDNA analizlerinin maliyetiniazalt€r. Sadece aDNA analizi için

kullan€lan kal€nt€lar ile ili„kili olan arkeolojik alanlar€n veya tabakalar€n tarihi, …rne•in ya„€

i‚in gƒvenilir belirte‚ler olmayabilir veya en az€ndan …rneklerin kaynaklar€ hakk€nda a‚€k

bir soru b€rak€rlar (Santureet al.,1990).

aDNA ara„t€rmalar€nda bir ba„ka sorun da, tƒm …rneklerde genetik i„aretler elde

etme ba„ar€s€n€n ayn€olmamas€d€r. –rne•in; Amerikayerlilerinin haplogruplar€n€ tespit

etmek i‚in kullan€lan farkl€ i„aretlerde, bƒtƒn primer setleri her …rnekte ba„ar€l€ sonu‚

vermez. Bu durum, haplogrup frekanslar€n€ hesaplamada kar€„€kl€k yarat€r ve birbiriyle

‚eli„kili haplogrup ve genetik i„aret frekanslar€na sebep olur. Degrade nƒkleik asitlerle

‚al€„€ld€•€nda durum daha k…tƒ bir hal al€r ve modern-eski …rnek kar„€la„t€rmas€ zorla„€r.

Farkl€ bir genetik i„aretten ziyade dizinlemeye güvenmek, durumu kurtar€r (O‰Rourkeet

al., 2000).

Bahsedilen tƒm …nlemlere ra•men, herhangi bir aDNA laboratuvar€nda

kontaminasyon ka‚€n€lmazd€r.Dekontaminasyon y…ntemleri %100 etkili de•ildirve aDNA

‚al€„malar€nda kontaminasyon hala ciddi bir sorundur (Gilbertet al., 2005).De•i„mez bir

tehlike ve beklenen bir sonu‚ olan bula„ma, ‚o•unlukla enzim inhibit…rlerinden

kaynaklanan PCR ba„ar€s€zl€klar€ yƒzƒndendir ve temiz …rneklerle tekrarlar veya

de•i„iklikler y ap€larak ƒstesinden gelinebilir (O‰Rourkeet al.,2000; Hebsgaardet al.,

2005). Ba„lang€‚ materyalinin az olmas€, PCR inhibit…rlerinin varl€•€, endojen DNA hasar€

gibi sorunlar€ ‚…zmek i‚in uygulananilk stratejiler, Taq-polimeraz‰€n miktar€n€ artt€rmak
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veya DNAizolat€n€ seyreltmektir. PCR inhibitörleri de seyreltilmi„ olur (Hummelet al.,

1992;Eilert and Foran, 2007). Bu noktada bifazik amplifikasyon kullan€labilir, seyreltilmi„

örnekle 20› 30 d…ngƒ PCR yap€l€r ve ƒrƒnƒn %5-10‰u ayn€ amplifikasyon parametrelerinde

yeniden ‚o•alt€lmaya tabi tutulur (Hummelet al., 1992). Daha sonraizolasyonve

safla„t€rma prosedƒrlerini geli„tirmektemel al€nm€„t€r (Anderunget al.,2008).

Safla„t€rman€n DNA kayb€na sebep oldu•u konusunda, Boomve meslekta„lar€(1990)

sadece çokküçük(40› 60 baz çiftinden az)DNA par‚alar€n€nkayboldu•unu belirtmi„tir.

aDNA izolatlar€ i‚in ‚ok say€da ba•€ms€z PCR veya sonu‚lar€n istatistiksel y…ntemle

analizi DNA hasar€n€n etkilerini elimine etmek i‚inuygulanandi•er yöntemlerdir

(Axelssonet al.,2008).Bunlardan baz€lar€di•erlerinden daha etkili olsa da, hiçbiri genel

kabul g…rmƒ„ de•ildir (Anderunget al.,2008).Bu gerçekler, sonuç elde etme ve raporlama

ba„ar€s€n€ dƒ„ƒrmektedir,‚ƒnkƒ tek bir PCR'€n ba„ar€s€zl€•€,do•ru bir veri sa•lamaz.

Ancak bu zorluklar; ‚o•alt€labilir DNA veren …rnekler d€„€nda, bireysel ara„t€rmalardaki

veya ‚al€„ma gruplar€ndaki ba„ar€ veya ba„ar€s€zl€k oranlar€n€ do•rulukla belirlemek i‚in

standart prosedƒrlerin olmad€•€ anlam€na gelir. Yak€n gelecekte de bir standardizasyon s…z

konusu görünmemektedir. Yine de birçokaDNA ‚al€„mas€ ba„ar€yla sƒrdƒrƒlmekte ve

fizikselantropoloji, toplum tarihi, demografi ve evrimdeki ‚e„itli sorunlar€ ‚…zmektedir

(O‰Rourkeet al.,2000; Hebsgaardet al.,2005).

GE‚M€•E A€T DNA ‚ALI•MALARINDA E T€K VE YASAL K ONULAR

Antropolojik materyalin her a‚€dando•ru y…netimi zorunludur. –rne•in; uzun

kemiklerden en az hasarla örnek almak(Gibbonet al.,2009)veya dentinizolasyonundan

sonra di„i yap€„t€rmak mƒmkƒn oldu•u halde, aDNA y…ntemleri genellikle tahrip edicidir.
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Bu kaynaklar yerine geri konulamaz oldu•undan, tahrip edici analizler sadece sonu‚lar

…nemli tart€„malarda bilgilendirici olacaksa, ilgin‚ hipotezleri test etmedeveri

sa•layacaksa veya tahribat di•er ara„t€rma alanlar€n€ etkilemeyecekse ger‚ekle„tirilmelidir.

Çal€„ma …ncesindeara„t€rmac€lar, baz€ sorularla durumu de•erlendirerekaDNA

analizlerine ba„lamal€d€r. –rne•in; y…ntem uygulamas€ antropolojik bir soruya y…nelik mi?

Sonu‚ almak i‚in tahrip etmeyen bir y…ntem var m€?Kal€nt€lar€n veya di•er …rneklerin

durumuDNA‰n€n varl€•€na i„aret ediyor mu?Kal€nt€lar€n tahrip edilmesi farkl€ payda„lar€

nas€l etkiliyor?Olas€ sonu‚lar€n etik,yasal ve sosyal i‚erikleri, varsa ya„ayanlar i‚in,

nedir?Ayr€ca, gelecekteki herhangi bir olas€ test i‚in bir miktar …rneksaklanmal€d€r.

Böyleceilk ‚al€„ma zaman€nda olmayan yeni y…ntemlerin uygulanmas€ veya sonu‚lar€n

do•rulanmas€ sa•lanabilir (KaestleandHorsburgh, 2002).

†nsanlarla ilgili her ‚al€„mada oldu•u gibi,biyoarkeolojialan€nda da etik, yasal ve

sosyal konular€ g…z …nƒne almak gerekir. Ge‚mi„e ait DNA ‚al€„malar€, …lmƒ„ insanlar€n

hem fiziksel kal€nt€lar€ hem de kƒltƒrleri ile ilgili oldu•undan, fiziksel antropoloji ve

arkeoloji aras€nda devaml€ ve ak€c€ bir ba• oldu•unu g…stermektedir.Antropolojik aDNA

‚al€„malar€nda ara„t€rmac€lar€n kar„€la„t€•€ etik konular€n ‚o•u, yƒzy€llard€r iskelet

antropologlar€, hatta …zellikle arkeologlar taraf€ndan dƒ„ƒnƒlmektedir. Ya„ayan insanlar ve

toplumlar i‚in arkeolojik ve fiziksel antropolojik ara„t€rmalarda etik, yasal, sosyal

konular€n fark€na var€lmas€, ‚al€„malardakültürel antropolojinin öneminiartt€rmaktad€r.

Bu sebeple tƒm bu alanlar€n bilgileri, birbirine fayda sa•layacak „ekilde ilgili ve i‚ i‚edir

(KaestleandHorsburgh, 2002; Walker, 2008).

AmerikaBirle„ik Devletleri, Avustralya ve †srail‰deiskeletlerin analizine kültürel,

dini veya politik sebeplerle itirazlar; …rnekleri ara„t€rmak i‚in gerekli izinleri engellemekte,
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aDNA ara„t€rmalar€n€etik, yasal ve sosyal konular a‚€s€ndanönemli hale getirmektedir

(Lalueza-Fox, 1997; O‰Rourkeet al., 2000; Walker, 2008). Müze örnekleri 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 dƒzenlemelerden,

s€n€rlamalardan haberdar olmas€ gerekir. Dƒnyada baz€ profesyonel kurum veya kurulu„lar;

biyomedikal ve sosyal bilimler ara„t€rmac€lar€ taraf€ndan kullan€lmak ƒzere, ge‚mi„e ait

insan kal€nt€lar€ ile ‚al€„malarda ortaya ‚€kanetik sorunlar€‚…zmekle do•rudan ilgili

bilgiler i‚eren k€lavuzlar geli„tirmi„lerdir (Walker, 2008).Ancak ara„t€rma materyallerini

‚al€„mak i‚in tek bir strateji …nerilemez. Bununla birlikte, aDNA ara„t€rma projelerinin

ba„lat€lmas€ndan …nce, tart€„ma ortam€n€n yarat€lmas€ ve gerekli izinlerin elde edilmesi,

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€, atasal veya ata soyundan

gelenlerle ili„kilerinin mant€kl€ bir „ekilde g…sterildi•i veya ifade edildi•i zaman kavram€n€

geni„letmeye yarayabilir. Bu konular gittik‚e daha fazla …nem kazanmakta veya

karma„€kla„makta ve deneysel dƒzeneklerle e„it dikkat gerektirmektedir (O‰Rourkeet al.,

2000).

Gƒnƒmƒzde ya„ayan insanlarla ilgili biyolojik ‚al€„malarda, yasal veya kurumsal

dƒzenlemeler do•rultusunda kat€l€mc€lar€n ‚e„itli dƒzeylerde ayd€nlat€lm€„ r€zalar€ al€n€r.

Ancak bu, …lmƒ„ bireylerde mƒmkƒn olamayaca•€ndan,örneklerde antropolojik veya

arkeolojik ‚al€„malar genellikle kamu kurum ve kurulu„lar€n€n iznine ba•l€d€r. –lƒlerin

haklar€ ile ilgili felsefi tart€„malar€n ge‚mi„i ise ‚ok eskidir ve ‚o•u tart€„ma, gizlili•in ve
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„erefin korunmas€ veya …lƒnƒn isteklerine sayg€ duyulmas€ gibi haklar ƒzerinde

odaklanm€„t€r. Holm (2001) aDNA ara„t€rmalar€ a‚€s€ndan bu konular€ tart€„m€„t€r.

Eski DNA ‚al€„malar€; ya„ayan toplumlar€n sosyal, siyasal ve yasal durumlar€n€

etkileyebilir ve kendilerinin atalar€ veya k…kenleri hakk€ndaki inan€„lar€yla ‚eli„ebilir.

Hayatta olan insanlarla yap€lan ‚al€„malarda oldu•u gibi, aDNA ‚al€„malar€n€n sonu‚lar€

ara„t€rmaya kat€lmam€„ olsalar bile grup ƒyeleri ƒzerinde etkilidir.Genetik deliller; sosyal,

siyasal ve hukuksal alanda büyük önemkazanma potansiyeline sahiptir (Kaestleand

Horsburgh, 2002). aDNA ‚al€„malar€, ge‚mi„te ve gƒnƒmƒzdeki bireyler ve gruplar

aras€nda biyolojik ba•lar€n kan€t€ oldu•u i‚in, bu tip deliller arazi parsellemek i‚in hak

talebinde bulunmak veya bir hakk€ reddetmek amac€yla kullan€labilir. Bir‚ok a„iret bunun

i‚in aDNA uzmanlar€yla anla„malar yapmaktad€r (Tallbear, 2000; Lehrman, 2001).

Biyoarkeolojik örneklerdeDNA ara„t€rmalar€n€n bir ba„ka etik, yasalve sosyal

içerik …rne•i; ge‚mi„ten kalan Amerikayerlisi bireylerin ülkelerine iade edilme kararlar€

veyakültürel aidiyetin belirlenmesidir. Yerli Amerikal€ mezarlar€n€ koruma kanunu,

kültürel aidiyet için hem genel anlamda biyolojik delilleri, hem de moleküler genetik

analizlerikabul eder(KaestleandHorsburgh, 2002).

ESK€DNA ‚ALI•MALARININ A DL€ B€L€MLERE KATKISI

Adli bilimler, olay yerinde bulunan …rneklerin analizini gerektirir. ˆo•unlukla

s€n€rl€ miktarda ve bozulmu„yap€da olan biyolojik delillerden, ancak uygun yöntemler

kullan€ld€•€nda sonu‚ al€nabilir. –zellikle iskelet kal€nt€lar€ndan DNA analizleri, zor ve

zaman alan bir sƒre‚ haline d…nƒ„ƒr.Dolay€s€yla yƒzy€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 yöntemleri,dƒ„ük DNA kopya say€s€na sahip veya degrade durumda olan

adli örneklerin incelenmesinde de bir yol gösterici olarak kullan€labilir (Capelliet al.,

2003; Ballantyneet al.,2007; Fondevilaet al.,2008).

†skeleti bulunanbir bireyin idantifikasyonunda kemikten veya di„tenelde edilen

DNA profili, kaybolanki„inin e„yalar€ndan veya akrabalar€ndan elde edilecek olan genetik

bilgilerle kar„€la„t€r€labilir.Bulunan kemik örneklerinin, kaybolan ki„iye ait olup olmad€•€

belirlenir.Benzer„ekilde y€llar …nce vefat etmi„ bir ki„inin anne/baba olup olmad€•€; fethi

kabir ile elde edilen kemiklerinin DNA profilinin ‚ocuk/‚ocuklar€nki ile kar„€la„t€r€lmas€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).†ncelenen …rnekler, bazen soy a•ac€ ‚€karmaya uygun olmayabilir ve

alel dƒ„mesi meydana gelebilir, bu da …zellikle az say€da veri oldu•unda yanl€„

yorumlamaya sebep olur. B…yle bir olas€ durumda, felaket kurbanlar€n€n

kimliklendirilmesinde, kay€p ki„ilerin belirlenmesinde veya di•er akrabal€k analizlerinde

kullan€lmak ƒzere formƒller geli„tirilmi„tir (BuckletonandTriggs, 2006).

Moleküler antropolojide uygulanan mtDNA klonlanmas€n€n, adli bilimlere

uyarlanmas€ mƒmkƒndƒr. Ge‚mi„e ait …rnekler,birer kar€„€m olarakkabul edilir ve

kontaminasyonun yoklu•unun kan€tlanmas€ gerekir. Molekƒler klonlama bu farkl€ mtDNA

kar€„€mlar€n€ ay€rmak i‚in iyi bir yoldur (Lutz et al.,1999; Hatschet al.,2006).Bunun

yan€nda tek bir dizin …zellikle adli bilimlerde d€„lama i‚in yeterli de•ildir (Lutzet al.,

1999).Ancak rutin uygulamalarda ‚ok say€da koloni olu„turmakda, s€n€rlay€c€ bir

fakt…rdƒr. Ayr€ca klonlama prosedƒrleri pahal€ kitlerle yƒrƒtƒlmektedir. Bu sebeple adli
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bilimlerde kullan€lmak ƒzere uygun maliyetli, k€sa sƒren ve pratik y…ntemler

geli„tirilmi„tir. –rne•in, diferansiyel izolasyonla haz€rlanm€„ bir …rnekten elde edilen

kar€„€mlar€ analiz ederken, kad€na ait oldu•u dƒ„ƒnƒlen k€s€mda klonlama yap€labilir

(Hatschet al.,2006).

Adli bilimlerde bir ba„ka yasal konu da, belirli hayvanlara ait oldu•u iddia edilen

i„lenmi„ et ƒrƒnleri olabilir. –zellikle yasalarla korunan hayvanlardan elde edilen etlerin

do•rudanveya i„lenerek sat€lmas€, su‚ te„kil etmektedirki; bunundadelillendirilebilmesi

gereklidir. Bu ama‚la s…z konusu kar€„€k et ƒrƒnlerinin i‚eriklerini belirlemede,

…rneklerden yap€lacak DNA analizleriyle, hayvan türlerininbelirlenmesi mümkündür.

Ancak i„lenmi„ et ƒrƒnlerinde var olan DNA degrade halde oldu•undan,aDNA

y…ntemlerinden faydalan€l€r ve etin ait oldu•u hayvan tƒrƒ veya tƒrlerimoleküler düzeyde

tespit edilebilir.

ANADOLU‰DA DEM€R ‚AŒI

Demir ˆa•€, pek‚ok b…lgede de•i„ik tarihlerde ba„lam€„ vebitmi„ olsa da

Anadolu'da genel olarak, M.Ö. 13. yƒzy€lda ba„lad€•€, M.Ö. 4. yƒzy€lda bitti•i kabul edilen

ve demirin eritilerek kullan€lmas€ylakarakterize olan bir dönemdir.Bu dönemde bulunan

demirin bulunup i„lenmesi, sanayinin geli„mesine neden olmu„tur. Bak€r ve tun‚un yerini

demirden silah ve e„yalar alm€„t€r. Ticareth€zlanm€„, toplumlar€n birbirleriyle ili„kileri

sa•lanm€„t€r.Demir ˆa•€'na ait Anadolu uygarl€klar€ndan baz€lar€,Geç Hititler, Urartular,

Frigler, Lidyal€lar ve Likyal€lar'd€r.
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Van Co‡rafyas„

Van, Do•u Anadolu B…lgesi‰nin be„ co•rafik bölümünden biridir ve Van Gölü‰nün

varl€•€ndan dolay€, b…lgenin di•er b…lƒmlerinden ayr€l€r.Karasal iklim g…rƒlƒr. K€„lar€

so•uk ve kar ya•€„l€, yazlar€ ise s€cak vekurakt€r. Ancak g…llerin ve barajlar€n varl€•€,

iklimin k€„€n kom„u illere g…re daha yumu„ak olmas€n€ sa•lar. Gece-gƒndƒz aras€ s€cakl€k

fark€ fazlad€r. Topraklar€ verimli, akarsular€ bol oldu•u i‚in tarih boyu bir‚ok farkl€

medeniyet taraf€ndan elveri„li bir yerle„im merkezi olarak kullan€lm€„t€r.

Yoncatepe ve UrartuMedeniyeti

Urartular, Do•u Anadolu B…lgesi‰nde ya„am€„, Demir ˆa•€(M.Ö. 1200› 750/700)

uygarl€klar€ndanbiridir. M.–. 9. yƒzy€l€n ortalar€nda Van G…lƒ ‚evresinde ya„ayan g…‚ebe

topluluklar birle„erek Urartu Devleti‰ni kurmu„lard€r. Urartu topraklar€ M.–. 8. yƒzy€l

ortalar€nda geni„lemi„tir. Daha sonra di•er medeniyetlerle sava„lar meydana gelmi„, toprak

kaybedilerek gerileme ba„lam€„ ve M.–. 612 y€l€nda Urartu Devleti‰ne Medler ve †skitler

taraf€ndan son verilmi„tir (ˆilingiro•lu, 1984).

1995 y€l€nda "Do•u Anadolu B…lgesi'nde Urartu Baraj ve Sulama Sisteminin

Ara„t€r€lmas€" konusunda ger‚ekle„tirilen yƒzey ara„t€rmas€ s€ras€nda modern Van kentinin

9 km gƒneydo•usunda, Yukar€ Bakra‚l€ K…yƒ s€n€rlar€ i‚erisindeYoncatepe yerle„mesi

saptanm€„ (šekil6) ve arkeolojik kaz€ alan€(šekil 7) olarak incelemeye al€nm€„t€r.

Yoncatepe ve yak€n ‚evresi,Urartu Krall€•€ D…nemi'nde …nemli bir yer tutmu„tur.Bakra‚l€

K…yƒ i‚inde bulunan tarihi Yedikilise'nin (Varak Kilisesi) duvarlar€nda dev„irme malzeme

olarak kullan€lan ve Urartu Kral€ Menua'ya ait ‚ok say€daki ‚ivi yaz€l€ yap€ kitabesibunu

do•rulamaktad€r (Belli, 1996).
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•ekil 6. Yoncatepe‰nin genel g…rƒnƒmƒ(Belli, 1996).

•ekil 7 . Yoncatepe arkeolojik kaz€ alan€ (Belli, 1996).
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Yoncatepe Nekropolü

Yoncatepe nekropolƒnde kaz€ ‚al€„malar€ sonucunda Demir ˆa•€‰na tarihlendirilen

6 adet mezar odas€ (M1, M2, M3, M4, M5 ve M6) ortaya ‚€kar€lm€„t€r. Yƒzeyden yakla„€k

70› 100 cm derinde olan mezarlar€n ƒst …rtƒsƒ ‚…kmemi„tir, yap€lar ve i‚inde

bar€nd€rd€klar€ korunmu„tur (BelliandKavakl€, 2001).Bu ‚al€„ma kapsam€nda incelenen

Mezar 2 (M2) ile Mezar 6‰n€n(M6) genel görünümleri ve içindeki buluntularšekil 8, 9, 10

ve 11‰de g…rƒlmektedir.Mezarlar€n tƒmƒnde ‚ok say€da iskelet ortaya ‚€kar€lm€„t€r.

Kafatas€ say€s€na g…re M2‰de 40, M6‰da38 ki„i oldu•u dƒ„ƒnƒlmektedir. Bireyler

mezarlaraya„ vecinsiyetayr€m€yap€lmadang…mƒlmƒ„tƒr. Mezarlarda bebek, çocuk,

gen‚, ya„l€, kad€n ve erkekbireylere ait kemiklerbir arada bulunmu„tur(Belli, 2001).

•ekil 8 . Mezar 2‰nin genel g…rƒnƒmƒ(Belli and Konyar, 2001).
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•ekil 9 . Mezar 2‰deki buluntular (Belli and Konyar, 2001).

• ekil 10. Mezar 6‰n€n genel g…rƒnƒmƒ (Belli and Konyar, 2001).
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• ekil 11. Mezar 6‰daki buluntular (Belli and Konyar, 2001).

Yoncatepe halk€, kendine …zgƒ bir …lƒ g…mme gelene•ine sahiptir. –lƒlerini

ta„larla …rƒlerek yap€lan ve g…mƒnƒn konuldu•u odaya giri„ini sa•layan bir kap€n€n

bulundu•u dikd…rtgen planl€ oda mezarlara g…mmƒ„lerdir. Bu yap€lara normal ko„ullarda

bu kadar ki„inin konulmas€ mƒmkƒn de•ildir.Erken Demir ˆa•€'na tarihlendirilen di•er

nekropollerde oldu•u gibi, burada da mezar odas€ dolduktan sonra,her yeni gömü

yap€ld€•€nda eskisi geriye do•ru itilmi„ ve b…ylece mezarlar€n dip k€sm€nda bir kemik

y€•€n€ olu„mu„tur. Kemiklerin mezar dibine itilmesi s€ras€nda, kafataslar€n€n bƒyƒk bir

…zenle ‚anaklar€n i‚ine konuldu•ugözlenmi„, bununla birlikte kemiklerin kar€„t€•€ ve

par‚aland€•€ belirlenmi„tir. Mezar odalar€nda normal g…mƒlerin yan€nda yak€larak

g…mƒlmƒ„ ki„ilerin kemiklerine de rastlanm€„t€r. Bu mezarlar€n iki g…mƒ tƒrƒnƒn ayn€

mezarda kullan€lm€„ olmas€, ayn€ kabileye veya aileye ait bireylerin farkl€ geleneklere veya

dinsel inan€„lara sahip olabileceklerine i„aret etmektedir (BelliandKonyar, 2001).
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BÖLÜM 3

GEREÇ VE YÖNTEM

ˆal€„mada materyal olarak Van-Yoncatepe (Urartu Medeniyeti, M.Ö. 1200›

750/700) arkeolojik kaz€ alan€ndaki mezar odalar€nda bulunan insan kemikleri

kullan€lm€„t€r. Yoncatepe kaz€ alan€, Van kentinin 9 km gƒneydo•usunda, Yukar€ Bakra‚l€

Köyƒ s€n€rlar€ i‚inde yer almaktad€r. Kaz€ ‚al€„malar€ sonucundaDemir ˆa•€‰na

tarihlendirilen alt€adet mezar odas€ (M1, M2, M3, M4, M5 ve M6) ortaya ‚€kar€lm€„t€r.

Yƒzeyden yakla„€k 70› 100 cm derinde olan mezarlar€n ƒst …rtƒsƒ ‚…kmemi„, yap€lar ve

içinde bar€nd€rd€klar€ korunmu„tur (Belli ve Kavakl€, 2001).Kaz€ alan€ndan elde edilen

insan kemiklerinin antropolojik ‚al€„mas€ Mergen ve †„can (2007) taraf€ndan

tamamlanm€„t€r.

Bu ‚al€„ma i‚in oda mezarlardan M2'deki 20, M6‰daki 17 insan femur kemi•i

par‚as€, Adli T€p Enstitƒsƒve Uluslararas€ Adli Bilimler Merkezi Laboratuvarlar€‰nda

mtDNA HVRI 16147› 16294baz ‚ifti aras€ b…lge a‚€s€ndan analiz edilmi„tir.

KEM€KLER€N HAZIRLANM ASI

A„ama†.œ. Adli T€p EnstitƒsƒAdli Osteoloji Laboratuvar€‰nda ger‚ekle„tirildi.

M2 ve M6 oda mezarlar€ndan ‚€kar€lan, ancak antropolojik …l‚ƒm yap€lamayan femur

kemikleri se‚ildi. ˆal€„man€n yap€laca•€ alan %4'lƒkNaOCl‚…zeltisi ile ka•€t havlu

kullan€larak temizlendi ve birka‚ kat alƒminyum folyo ile kapland€. M2'deki 20, M6‰daki

17 femurun s€k€ kemik dokusundan3› 4 cm …rnek, k€l testeresi ile kesilerek

numaraland€r€lm€„ falkon tƒplereal€nd€. Kontaminasyonun …nlenmesi amac€yla; her …rnek

i‚in kullan€lan alƒminyum folyo, k€l testeresinin ucu de•i„tirildi. Modern DNA
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kontaminasyonundan korunmak amac€yla kullan€lan eldiven, maske ve bone de her …rnekle

birlikte yenilendi.

Kemiklerin toz haline getirilmesi a„amas€nda, ‚al€„€lacak alan %4'lƒkNaOCl

‚…zeltisi ile ka•€t havlu kullan€larak temizlendi ve birka‚ kat alƒminyum folyo ile kapland€.

–rne•in d€„ yƒzeyinin temizlenmesinde kullan€lacak bistƒrinin her iki taraf€10'ar dakika

UV'de bekletildi.Folyo ƒzerine al€nan …rne•in d€„ yƒzeyi, bistƒri ile tra„land€. †‚

yƒzeyindeki sƒngerimsi doku uzakla„t€r€ld€.Kemik par‚as€n€n her iki yƒzeyi5'er dakika

UV'de bekletildi.Örnek, kilitli plastikpo„ete al€nd€. Bir kat kilitli po„ete daha konuldu ve

laboratuvar d€„€nda, birka‚ kat karton konulmu„ zemin ƒzerinde, 2kg‰l€k bir ‚eki‚

kullan€larak, po„et i‚indeki kemik par‚as€n€n k€r€lmas€ ve toz haline gelmesi sa•land€. Toz

haline getirilen …rne•in bulundu•u po„etler, alƒminyum folyo kapl€ alan ƒzerinde

dikkatlice a‚€larak,15ml falkon tƒplere aktar€ld€. Toz …rnekler, 0.5g tart€larak ƒ‚farkl€

1.5ml ependorfa b…lƒndƒ. †ki ependorf izolasyonda kullan€lmak, birependorf ise ihtiyaç

durumunda d€„ laboratuvara g…nderilmek ƒzere haz€rland€. Geri kalan toz ise yine ependorf

tƒp i‚ine al€nd€. Tƒm …rnekler her zaman derin dondurucuda(-20°C) sakland€.

DNA €ZOLASYONU

A„ama,†.œ. Adli T€p EnstitƒsƒMoleküler Genetik Laboratuvar€‰n€n izolasyon

bölümündeQIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, CA) kullan€larakger‚ekle„tirildi.

1. ˆal€„€lacak alan %4'lƒkNaOCl‚…zeltisi ile ka•€t havlu kullan€larak temizlendi.

2. Kullan€lacak tƒm otomatik pipetlerin her iki yƒzeyi,pipet u‚lar€, izolasyonu

yap€lacak …rnek say€s€ kadar 15ml falkon tüp, 1.5ml ependorf tƒp, ayr€ca 0.5M

pH=8 EDTA çözeltisi, 10 dakika UV'de bekletildi.
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3. Su banyosu ve termomikser, 55žC'ye gelmesi i‚in a‚€larak haz€rland€.

4. 15ml falkona 10ml EDTA çözeltisi konuldu.

5. 50µl 10 µg/µl Proteinaz Kve 0.05g SDSeklendi. Kar€„€m 5 dakika UV'de

bekletildi.

6. Önceden 0.5g tart€larak haz€rlanm€„ ependorftaki her kemik tozu …rne•ine1 ml

izolasyonçözeltisi eklendi.

7. Kontaminasyonun tespiti i‚in, her 3 …rne•e kar„€l€k 1 negatif kontrol …rne•i (kemik

tozu içermeyen, sadeceizolasyon‚…zeltisi i‚eren …rnek) de haz€rland€ veizolasyon

s€ras€nda …rneklerle birlikte bu tƒp de ayn€ i„lemlerden ge‚irildi.

8. Örnekler,bir gece55°C 650 rpm termomikserde b€rak€ld€.

9. Ertesigƒn, ‚al€„€lacak alan %4'lƒkNaOCl‚…zeltisi ile ka•€t havlu kullan€larak

temizlendi.

10. Kullan€lacak tƒm otomatik pipetlerin her iki yƒzeyi, pipet u‚lar€, izolasyonu

yap€lacak …rnek say€s€ kadar 15ml falkon tƒp, izolasyonda kullan€lacak purifikasyon

kitinin kolonlar€, kit i‚indeki PE, EB ve PBI çözeltileri, UV'de 10 dakika bekletildi.

11. Termomikserden al€nan …rnekler, 2000rpm'de 5 dakika santrifüj edildi.

12. Falkonlara 1ml PBI ‚…zeltisi konuldu. †‚ine santrifƒjden al€nan …rneklerin ƒst

(sƒpernatant) k€sm€ndan 0.5 ml al€n€p eklendi.

13. Kar€„€mdan 0.7ml, kitin sa•lad€•€ silika kolonlara aktar€ld€.

14. 14000rpm'de 1 dakika santrifƒj yap€ld€.

15. Kolonlar€n at€k tƒpleri ‚€kart€larak, %4'lƒkNaOCl‚…zeltisi emdirilmi„ ka•€t havluya

ters ‚evrildi ve i‚indeki s€v€ uzakla„t€r€ld€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 santrifƒjden sonra temizlenen at€k kab€ tekrar kolonun alt€na yerle„tirildi ve

kolona 0.75ml PE y€kama ‚…zeltisi eklendi.

18. 14000rpm'de 1 dakika santrifƒj yap€ld€.

19. At€k kab€ temizlenen kolonlar, tekrar 14000rpm'de 1 dakika santrifüj edildi.

20. At€k kab€ at€larak, yerine 1.5ml ependorf tƒp yerle„tirildi ve kolona 50µl EB

çözeltisi eklendi.

21. 1 dakika beklendikten sonra 14000rpm'de 1 dakika santrifƒj yap€ld€.

22. Haz€rlanan izolat,derin dondurucuda sakland€.

DNA'NIN ‚OŒALTILMASI

A„ama, Uluslar aras€ Adli Bilimler Merkezi Laboratuvar€‰n€n PCR b…lƒmƒnde

ger‚ekle„tirildi. Mitokondriyal DNA'n€n HVRI b…lgesinde16147› 16294baz ‚ifti aras€

b…lgenin ‚o•alt€lmas€ hedeflendi.

1. ˆal€„€lacak alan %4'lƒkNaOCl‚…zeltisi ile ka•€t havlu kullan€larak temizlendi.

2. Kullan€lacak tƒm otomatik pipetlerin her iki yƒzeyi, pipet u‚lar€, izolasyonu

yap€lacak …rnek say€s€ndan(kontroller dahil) iki fazla say€da 0.5ml ependorf tüp,

kar€„€m i‚in bir adet 1.5ml ependorf tƒp, ayr€ca 10X tampon ‚…zeltisi, MgCl2, dNTP

çözeltisi, 10 dakika UV'de bekletildi.

3. PCR kar€„€m€ haz€rland€ (…rnek ba„€na):

MilliQ su 31 µl

10X tamponu 5 µl

dNTP 4 µl
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MgCl2 4 µl

BSA 0.5µl

Primer F+R 2 µl + 2µl

4. Kar€„€m 5 dakika UV'de bekletildi.

5. 0.2ml ependorf tüplere 2.5µl örnek, ikikontrol tüpüne de örnek yerine su konuldu.

6. PCR kar€„€m€na 0.25µl Taq-polimeraz enzimi eklendi ve kar€„€m her tƒpe47.5 µl

olarakpayla„t€r€ld€.

7. PCR aletinde uygun programa konuldu:

ilk a„ama: 95ºC 7 dakika

44 döngü: 55ºC 1 dakika/ 72ºC 1 dakika/ 94ºC 1 dakika

1 döngü: 55ºC 1 dakika/ 72ºC 10 dakika/ 10ºC 15 dakika

‚o‡alt„lan DNA'n„n Tespiti

1. 1 g agaroz tart€ld€, erlene konuldu.

2. 50ml 1X TBE eklendi.

3. Mikrodalga f€r€ndaorta derecede 2 dakika kaynat€ld€.

4. 1 ¡l EtBr ilave edilerek, tarak yerle„tirilmi„ jel kab€na d…kƒldƒ.

5. 15µl PCR ürünü ve 2µl yükleme tamponukar€„t€r€larakjele yüklendi.

6. Kar„€la„t€rma i‚in PstI ile kesime u•rat€lm€„ Lambda DNAstandart olarak kullan€ld€.

7. 45› 60 dakika110 V' elektroforeze tabi tutulan agaroz jel, UV alt€ndaincelendi.
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JELDEN DNA €ZOLASYONU

Kesim yap€lacak …rnek say€s€ kadar 1.5ml ependorf tƒp haz€rland€,

numaraland€r€ld€ ve bo„ a•€rl€klar€ tart€larak not edildi. UV'nin zararl€ etkilerinden

korunmak için gözlük, maske, eldiven gibi gerekli…nlemler al€narak,UV alt€nda

g…rƒntƒlenen jel bantlar€bistƒri ile kesildi (šekil 12).

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

Her jel bant€, ait oldu•u ependorftƒpe konuldu. Ependorf tƒpler tekrar tart€ld€.

B…ylece ilk a•€rl€klar€ ile ikinci a•€rl€klar€ aras€ndaki fark, i‚erdikleri jel par‚as€n€n

a•€rl€•€n€ verdi.QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, CA)kullan€larak i„leme devam

edildi.

1. Ependorfa jel bant€n€n hacminin 3 kat€ kadar QG ‚…zeltisi eklendi.

2. Jelin erimesi için 50ºC su banyosunda 10 dakika bekletildi.

3. Jel hacmi kadar izopropanol eklendi.

4. Kar€„€m kitin sa•lad€•€ silika kolonlara aktar€ld€.

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

6. Kolonlar€n at€k tƒpleri bo„alt€larak, %4'lükNaOCl‚…zeltisi emdirilmi„ ka•€t havluya
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ters çevrildive tekrar kolonlar€n alt€na yerle„tirildi.

7. Kolona 0.75ml PE y€kama ‚…zeltisi eklendi.1 dakika beklendi.

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

9. At€k kab€ temizlenen kolonlar, tekrar 14000rpm'de 1 dakika santrifüj edildi.

10.At€k kab€ at€larak, yerine 1.5ml ependorf tƒp yerle„tirildi ve kolona 50µl EB çözeltisi

eklendi.

11.1 dakika beklendikten sonra 14000rpm'de 1 dakika santrifƒj yap€ld€.

12.Kolona 30µl EB çözeltisi eklendi.

13.1 dakika beklendikten sonra 14000rpm'de 1 dakika santrifƒj yap€ld€.

14.PCR ürünü, jelden safla„t€r€lm€„ haldeeldeedildi.

DNA'NIN KLONLANMASI

Bu a„ama,†.œ. Adli T€p EnstitƒsƒAdli Mikrobiyoloji Laboratuvar€‰ndaTOPOTA

Cloning® Kit with pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, CA)kullan€larakger‚ekle„tirildi. Önce

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

Besiyeri Haz„rlanmas„

†ki farkl€ y…ntem takip edildi:

I. 20g haz€r Luria-Bertani agara 250ml deiyonize su eklendive otoklavda

sterilize edildi. Dahasonra 55ºC'ye so•utulan s€v€ besiyerine 400µl ampisilin

eklendi ve petrilere döküldü.

II. Mavi-beyaz g…rƒntƒleme i‚in …zel olarak ƒretilmi„ haz€r kar€„€m (FastMedia¢

LB Agar Amp IPTG/X-Gal, Fermentas) kullan€ld€. Paket i‚eri•i cam „i„e i‚ine
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al€nd€, ƒzerine 200ml deiyonize su eklendi ve mikrodalga f€r€nda orta €s€da

önce 2 dakika, daha sonra hafifçe‚alkalan€p 30 saniye tutuldu, tamamen

erimesi sa•lad€ vepetrilere döküldü.

Her iki yöntemde de besiyeri so•uyarak kat€la„€nca, petrilerinkapa•€ kapat€ld€ ve

ters çevrilerek 4ºC'de karanl€ktasakland€.

Klonlama €†lemi

1. Petrilerdeki besiyeri 37ºC etƒve b€rak€ld€.

2. Klonlama i‚in kullan€lacak kitin …nerdi•i ƒzere, su banyosu 42ŸC'ye ayarland€ ve

S.O.C. Medium oda s€cakl€•€na gelmesi i‚in dolaptan ‚€kart€ld€.

3. Örnekler ve negatif kontroller için yeterlisay€da 0.5ml ependorf haz€rland€ ve

numaraland€r€ld€.

4. Kontrol tƒpƒ i‚inde kar€„€m haz€rland€ (…rnek ba„€na):

Tuz çözeltisi1 µl + Vektör 1 µl

5. Kar€„€m2 µl olarak tüplere bölündü.

6. 1µl jeldenizole edilmi„ PCR ƒrƒnü eklendi.

7. 30 dakika beklendi.

8. Bu arada-80ºC'denTOP10F‰hƒcreleri buz i‚ine al€nd€.

9. 30 dakika sonunda …rnek tƒplerini i‚eren spor buza yerle„tirildi. Tƒplerin alt k€sm€n€n

buzda kalmas€ sa•land€. †‚ine 10¡lTOP10F‰hücreleri ilave edildi.

10. 30 dakika beklendi.

11. 30 dakika sonunda tüpler, 42ºC su banyosunda 30 saniye b€rak€ld€. Hemen ard€ndan

buzaal€nd€.
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12. Her tüpe 250 µl S.O.C. Medium ilave edildi.

13. Etüvde 37ºC'de 1 saat ‚alkalanmaya b€rak€ld€.

14. Petriler etƒvden al€nd€.

15. Kar€„€m haz€rland€ (…rnek ba„€na):

X-Gal 20 µl + IPTG20 µl

16. Kar€„€m (40 ¡l), petrinin bir kenar€na b€rak€ld€.

17. Etanolde bekletilen yayma aleti (Drigalski spatülü), önce bek alevinden geçirildi,

sonra petrinin bir kenar€na b€rak€lm€„ X-Gal ve IPTG kar€„€m€n€n besiyerine yay€lmas€

için kullan€ld€.

18. Etüvde 37ºC'de 30 dakika bekletildi.

19. 30 dakika sonra petriler ve tƒpler etƒvden al€nd€.

20. Ependorf i‚indeki tƒm kar€„€m (tuz ‚…zeltisi, vekt…r,TOP10F‰hücreleri, S.O.C.

Medium) petrinin bir kenar€na b€rak€ld€.

21. Etanolde bekletilen yayma aleti, öncebek alevinden ge‚irildi ve kar€„€m€n besiyerine

yay€lmas€ i‚in kullan€ld€.

22. Petriler etüvde 37ºC'de gece boyu bekletildi.

23. Ertesi gƒn petriler incelendi•inde, hem mavi hem de beyaz kolonilerin olu„tu•u

görüldü.

Kullan€lan vekt…r, LacZ genini i‚eren, ampisilin dirençli bir vektördür. Lac Z geni,

laktozu glukoz ve galaktoza parçalayan enzim olan£-galaktosidaz€ ƒretir.Genin

‚al€„abilmesi ise, IPTG'nin(†zoPropil £-D-1-TiyoGalaktopiranosid)varl€•€naba•l€d€r. Bir

laktoz tƒrevi olan IPTG, Lac repres…re ba•lan€r ve onu inaktive ederek Lac operonunun
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‚al€„abilmesini sa•lar.E. coli taraf€ndan metabolize edilemedi•i i‚in, konsantrasyonun

sabit kalmas€ da …nemli bir avantajd€r.X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-£-D-

galaktopiranosid, BCIG),£-galaktosidaz enziminin substrat€d€r. Enzim, X-Gal'i renksiz

galaktoza ve mavi renkli4-kloro-3-brom-indigo'ya par‚alar. Dolay€s€yla, besiyerlerinde

klonlaman€n ger‚ekle„ti•i hƒcrelerde hedef PCR ƒrünü bakteri hücresindeki vektörün Lac

Z gen dizisinin ortas€na girip genin ‚al€„mas€n€ durdurmu„sa, enzim ƒretilemedi•i i‚in X-

Gal par‚alanmam€„t€r (mavi renk olu„maz), beyaz koloniler meydana gelmi„tir. E•er

klonlama do•ru ger‚ekle„mezse veya hi‚ meydanagelmezse, bu durumda Lac Z geni

enzim ƒretmeye devam etmi„tir ve bu enzimler,X-Gal'i parçalayarak mavi renk (mavi

koloniler) olu„mas€n€ sa•lam€„t€r. †stenen, do•ru koloniler, beyaz renkli kolonilerdir.

KLONLAMA SONRASI ‚OŒ ALTMA

A„ama, Uluslar aras€ Adli Bilimler Merkezi Laboratuvar€‰nda ger‚ekle„tirildi.

Beyaz renkli kolonilerin içerdikleri hedef dizinin hot-start PCR ile ‚o•alt€lmas€ i„lemine

ge‚ildi. B…ylece PCR s€ras€nda olu„mas€ muhtemel ve ‚o•almay€ olumsuz y…nde

etkileyecek primer-dimer olu„umlar€ndan korunulmas€ hedeflendi.

1. Her örnek için3› 5 koloni se‚ildi ve yeterli say€da 0.5ml ependorf tüpler etiketlendi.

2. PCR kar€„€m€ haz€rland€ (…rnek ba„€na):

MilliQ su 17µl

10X tamponu 2.0µl

MgCl2 1.5µl

PrimerF+R 0.5µl + 0.5µl

3. Kar€„€m, 0.2ml ependorf tüplere 21.5¡l olarak payla„t€r€ld€.Otomatik pipetlerin ucu
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kullan€larak se‚ilen koloniler zarar vermeden al€nd€ ve kar€„€m i‚ine aktar€ld€.

4. PCR i‚in ikinci kar€„€m haz€rland€ (her …rnek i‚in):

dNTP2.0µl + Taq-polimeraz0.5µl

5. PCR aletinde uygun programa konuldu:

ilk a„ama: 94ºC 10 dakika

25 döngü: 94ºC 1 dakika/ 55ºC 1 dakika/ 72ºC 1 dakika

son a„ama: 72ºC 10 dakika/ 15ºC 15 dakika

6. †lk a„aman€n tamamlanmas€na 8 dakika kalatüplere 2.5µl dNTP-Taq kar€„€m€ eklendi

ve kapa•€ kapat€lan PCR aleti, programa devam ederek klonlanan ƒrƒnleri ‚o•altt€.

‚o‡alt„lan DNA Klonlar„n„n T espiti

1. 1.5g agaroz tart€ld€, erlene konuldu.

2. 75ml 1X TBE eklendi.

3. Mikrodalga f€r€ndaorta derecede 2 dakika kaynat€ld€.

4. 1 µl EtBr ilave edilerek, tarak yerle„tirilmi„ jel kab€na d…kƒldƒ.

5. 5 µl PCR ürünü ve 1µl yükleme tamponukar€„t€r€larakjele yüklendi.

6. Kar„€la„t€rma i‚in PstI ile kesime u•rat€lm€„ lambda DNA …rne•i standart olarak

kullan€ld€.

7. 30 dakika135V elektroforeze tabi tutulanagaroz jelUV alt€nda incelendi.

Do•ru eklenmenin ger‚ekle„ti•i …rneklerde, PCR ƒrƒnƒne geri d…nƒlerek purifiye

etme i„lemine ge‚ildi. K€sa eklenme, hi‚ eklenmeme veya sadece primer-dimer olu„umlar€

tespit edilen ƒrƒnler i‚in ise, yeniden klonlama PCR'€ yap€ld€.
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PCR ÜRÜNLER€N€N SAFLA•TIRILM ASI

QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, CA)kullan€larak i„leme devam edildi.

1. Ependorfta haz€r bulunanPCR ƒrƒnƒ ƒzerine hacminin 5 kat€ kadar PBI ‚…zeltisi

eklendi.

2. Kar€„€m kitin sa•lad€•€ silika kolonlara aktar€ld€.

3. 14000rpm'de1 dakikasantrifƒj yap€ld€.

4. Kolonlar€n at€k tƒpleritemizlendi.

5. Kolona 0.75ml PE y€kama ‚…zeltisi eklendi.

6. 14000rpm'de1 dakikasantrifƒj yap€ld€.

7. At€k kab€ temizlenen kolonlar, tekrar 14000rpm'de 1 dakika santrifüj edildi.

8. At€k kab€ at€larak, yerine 1.5 ml ependorf tƒp yerle„tirildi ve kolona 30µl EB çözeltisi

eklendi.

9. 1 dakika bekledikten sonra 14000rpm'de 1 dakika santrifƒj yap€ld€.

10.Safla„t€r€lm€„PCR ürünühaz€r hale getirildi.

D€Z€NLEME

Dizinleme,Macrogen (Rockville, MD, USA) laboratuvarlar€ndager‚ekle„tirildi.

ÖnceBigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, USA)

kullan€larak ‚o•altma yap€ld€.

1. PCR kar€„€m€ haz€rland€ (her …rnek i‚in):

Haz€r reaksiyon kar€„€m€ 9.5µl

Primer Kar€„€m€ 3.5µl

Örnek 8 µl
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2. PCR aletinde uygun programa konuldu:

ilk a„ama: 96º C1 dakika

25 döngü: 96º C15 saniye/ 50ºC 1 saniye/ 60ºC 60 saniye

son a„ama: 15º C10 dakika

3. Elde edilen ço•alt€lm€„ ƒrƒnler, ABI 310 Genetik Analiz…r cihaz€na yƒklenerek

yürütüldü.

D€Z€NLER€N DEŒERLEND€R€LMES€

Elde edilen dizinler,önceChromasyaz€l€m program€naaktar€larak i„lendi. Hedef

DNA dizilerinin vekt…rƒn DNA dizini ile birle„ti•i k€s€mlar, vekt…rƒn dizin haritas€ (Ek 2)

kullan€larak belirlendi. †stenen dizin d€„€nda kalanlar se‚ilerek ‚€kar€ld€ktan sonra veri,

BioEdit yaz€l€m program€na aktar€larakCambridge Referans Dizini ile kar„€la„t€r€ld€.
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BÖLÜM 4

BULGULAR

ˆal€„mada Van-Yoncatepe (Urartu Medeniyeti, M.Ö. 1200› 750/700) kaz€ alan€nda

bulunan oda mezarlardan M2'deki 20, M6‰daki 17 insanaait femur par‚as€olas€ akrabal€k

ili„kilerini genetik analizlerle belirlemek amac€ylaanaliz edildi.

–ncelikle kemiklerden DNA izole edildi. †zolasyon s€ras€ndaörneklerin renginde

farkl€l€klar g…zlendi (šekil 13).

•ekil 13. DNA izolasyonu s€ras€ndaörneklerinƒst faz€ndagörülenrenk farkl€l€klar€.

†zolatlar agaroz jel elektroforezinde yƒrƒtƒldƒ (šekil14ve15). šekil 14 ve15‰te

oklarla i„aret edilen alanlar, izolasyon s€ras€nda tƒm i„lemlerden ge‚irilen, ancak DNA

içermeyenkontrol örneklerini göstermektedir.

Daha sonra mitokondriyal DNA'n€n HVRI b…lgesinde16147-16294baz ‚ifti aras€

b…lge ‚o•alt€ld€.145baz çiftlik PCR örnekleri,PstI ile muamele edilmi„ Lambda

DNA‰dan olu„turulanbir markerile kar„€la„t€r€ld€•€nda;PstI standart€n€n verdi•iiki band€n
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aras€nda bant vermi„ olmas€ beklendi.Bazenamplifikasyon ba„ar€s€z oldu, sadece primer-

dimer olu„umu g…zlendi (šekil16).

•ekil 14. Markerve izolatlar€n agaroz jelde g…rƒnƒmƒ (Soldan sa•a s€ras€yla Marker, M2-
FD1, M2-FD2, M2-FD3, M2-FD5,M2-FD6, M2-FD7, M2-FD8, M2-FD9, M2-FD10, M2-
FD12,Kontrol II; M2-FD18, M2-FD19, M2-FD20, M6-FD2, M6-FD6, M6-FD10, M6-
FD16, M6-FD7,Kontrol I).

•ekil 15. Markerve izolatlar€n agaroz jelde g…rƒnƒmƒ (Soldan sa•a s€ras€yla Marker, M2-
FD4, M2-FD11, M2-FD13, M2-FD14, M2-FD15, M2-FD16, M2-FD17, M6-FD1, M6-
FD3,Kontrol III; M6 -FD4, M6-FD5, M6-FD8, M6-FD9, M6-FD11, M6-FD12, M6-FD13,
M6-FD14, M6-FD17,Kontrol IV) .
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•ekil 16. Amplifikasyonun ba„ar€s€z oldu•u, sadece primer-dimer olu„umunu g…steren bir
jel g…rƒntƒsƒ. (S€ras€yla: PCRKontrol I, M2-FD6, M2-FD9, M2-FD10, M2-FD12,Kontrol
II , M2-FD18, M2-FD19, M2-FD20,Kontrol I, PCRKontrol II) .

Amplifikasyona tabi tutulan izolasyon kontrol örneklerinin ve PCR kontrollerinin

bant vermemesi gerekliydi.Ancakbazenher iki kontrolde deDNA varl€•€na i„aret eden

bantlar oldu•u g…rƒldƒ ve kontaminasyontespit edildi (šekil17). Bu sebeple, PCR

a„amas€ tekrarland€.

Tƒm bunlarla birlikte kontaminasyonun olmad€•€, beklenen boyutta do•ru ƒrƒnlerin

olu„tu•u ba„ar€l€amplifikasyonlar da yap€labildi (šekil18). Bu durumda jeldenizolasyon

a„amas€na ge‚ildi.
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•ekil 17. Amplifikasyon s€ras€nda kontaminasyonun oldu•unu g…steren bir jel g…rƒntƒsƒ.
(S€ras€yla: PCRKontrol I, M2-FD6, M2-FD7,Kontrol II, M6-FD2, M6-FD6, M6-FD7,
M6-FD10, M6-FD16,Kontrol I, PCRKontrol II) .

•ekil 18. Amplifikasyonun do•ru ger‚ekle„ti•i bir jel g…rƒntƒsƒ. (S€ras€yla:PCR Kontrol,
Kontrol I, M2-FD6, M6-FD6, M6-FD7).

805
514

468-448
339

264-247

164-150

94
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Klonlama a„amas€na ge‚meden …nceƒ‚ …rnek se‚ildi ve do•rudan dizinleme

yap€ld€ (šekil 19). ˆok fazla farkl€ DNA bulunmas€ ve primerlerin bu DNA‰lar€n hepsini

‚o•alt€p dizinlemesi sebebiyleelektroforegramda kar€„€k bir dizin g…rƒntƒsƒ elde edildi.

Dizinleme sonu‚lar€n€n do•ru olmayaca•€ belirlendi. B…ylece do•rudan dizinlemenin

gƒvenilir sonu‚lar vermeyece•i, bu nedenle klonlamaya mutlaka ihtiya‚ oldu•u g…rƒldƒ.

•ekil 19. Amplifikasyon ƒrƒnlerinden klonlama yap€lmadan …nce M6-FD7 …rne•inin
safla„t€rma sonras€ dizinlenmesi.

Her …rnek i‚in PCR ƒrƒnlerinin klonlamas€ s€ras€nda olu„an kolonilerden 5 adet

se‚ildi. Baz€ …rneklerde koloni olu„umunun zay€fl€•€ sebebiyle,2› 3 koloni al€nabildi.

œrƒnlerin vekt…re do•ru ba•lan€p ba•lanmad€•€n€n tespiti, amplifikasyon sonunda jel

elektroforezi ile analiz edildi (šekil 20). Görüntüde,201 baz ‚iftlik klonlama par‚as€n€n

aras€na yerle„en147baz çiftlik PCR örneklerinin, sahip oldu•u a•€rl€ktan (348baz çifti)
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dolay€, PstIile olu„turulanmarker‰€nverdi•i 339 baz ‚iftlik bant€nbirazüzerinde bant

vermi„ olmas€ beklendi.Bu a•€rl€ktakiDNA bant€n€n d€„€ndagörülen her bant istenmeyen

ƒrƒndƒ. –rne•in; PstI standart€n€n200› 240baz ‚ifti aras€nda g…rƒlen bantlar, k€sa

eklenmeyi;150› 200baz ‚ifti aras€ g…rƒlen bantlar eklenmenin hi‚ ger‚ekle„medi•ini

gösterdi.Marker‰€nen alt bant€ olan97 baz ‚iftinin de alt€nda g…rƒlenler ise sadece primer-

dimerlerdi.

•ekil 20. Klonlamadan sonra ger‚ekle„tirilen amplifikasyonda vekt…re do•ru ba•lanan ve
ba•lanmayan ƒrƒnlerin tespit edildi•ijel görüntüsü.

Klonlamasonunda vekt…re do•ru ba•land€•€ belirlenen ƒrƒnlerde safla„t€rma

yap€ld€. Her …rnekten se‚ilen be„ koloninin ‚o•alt€l€p jelde yƒrƒtƒlmesi sonucunda, do•ru

eklenme olmayan ƒrƒnler safla„t€r€lmad€. Di•erlerinde ise safla„t€rmadan sonra her …rnek

için 3-5 koloni dizinlendi (šekil 21).

339

200
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•ekil 21. Klonlama yap€lm€„ M6-FD6 amplifikasyon ürününün elde edilen kolonilerinden
birinin dizinlenmesi.

Klonlamada M13 primerleri ile ‚o•alt€lan b…lgenin dizini hem vekt…re, hem de

istenen PCR ürününe aitti. Vektörün aras€na yerle„tirilmi„ olan PCR ƒrƒnƒnƒn ba„lang€‚

ve biti„ noktalar€n€n do•ru belirlenebilmesi i‚in dizinler …ncelikle Chromas program€ ile

analiz edilerek veriler ƒzerinde i„lem yap€ld€. Vekt…rƒn dizin haritas€ kullan€larak (Ek 2)

PCR ƒrƒnƒnƒn yer ald€•€ b…lgenin d€„€nda kalan k€s€mlar i„aretlenerek ‚€kar€ld€ ve dizin

BioEdit program€ ile analize haz€r hale getirildi (šekil 22).

•ekil 2 2. M6-FD6 …rne•ine ait bir koloni dizininin Chromas program€ ile i„lenmesi.
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Tƒm …rneklere ait dizinler kar„€la„t€rmal€ olarak analiz edildi ve ayn€ …rne•e ait

dizinler aras€nda g…rƒlen farkl€l€klar, kontaminasyon veya DNA hasar€ a‚€s€ndan

de•erlendirildi. œ‚ …rne•e ait be„er dizinin birbiriyle ve Cambridge diziniyle BioEdit

program€ kullan€larak kar„€la„t€r€lmas€ šekil 23, 24 ve 25‰te g…rƒlmektedir.

•ekil 23. M2FD3 numaral€ …rne•in mtDNA analizinden elde edilen dizinlerin, BioEdit
program€ kullan€larak, birbiriyle ve Cambridge diziniyle kar„€la„t€r€lmas€.
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•ekil 24. M2FD7 numaral€ …rne•in mtDNA analizinden elde edilendizinlerin, BioEdit
program€ kullan€larak, birbiriyle ve Cambridge diziniyle kar„€la„t€r€lmas€.

•ekil 25. M6FD5 numaral€ …rne•in mtDNA analizinden elde edilen dizinlerin, BioEdit
program€ kullan€larak, birbiriyle ve Cambridge diziniyle kar„€la„t€r€lmas€.
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†ncelenen kemik …rneklerine g…reizolasyon ve amplifikasyon ba„ar€s€, dizinlenen

koloni say€s€ ve dizin sonu‚lar€nda g…rƒlen farkl€l€klarTablo 2‰de verilmi„tir.

Tablo 2. †ncelenen kemik …rneklerine g…re izolasyon ve amplifikasyon ba„ar€s€, dizinlenen
koloni say€s€ ve dizin sonu‚lar€nda g…rƒlen farkl€l€klar.

Örnek Kod
No

€zolasyon
Tespiti

Amplifikasyon
Ba†ar„s„

Dizinlenen
Koloni
Say„s„

Cambridge Referans Dizininden Farkl„l„k

M2-FD-1 + + 4 3 dizin:16172C
1 dizin:16172C+ 16223T

M2-FD-2 + + 5 3 dizin: 16256T
2 dizin: 16204C

M2-FD-3 + + 5
2 dizin:16193T
1 dizin: 16155G+16193T+ 16213A
1 dizin:16193T+ 16245T
1 dizin: CRS

M2-FD-4 + + 4 3 dizin:16223T
1 dizin: 16209C

M2-FD-5 - + 1 16227G+ 16261T

M2-FD-6 + + 3
1 dizin:16256T
1 dizin: 16172C +16256T
1 dizin: 16227G +16256T

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

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

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

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

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

M2-FD-12 - - - -

M2-FD-13 + + 5
2 dizin:16225T
1 dizin: 16183G +16225T
1 dizin:16225T+ 16256T
1 dizin: 16223T

M2-FD-14 + + 5
3 dizin:16172C
1 dizin:16172C+ 16223T
1 dizin:16172C+ 16261T

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

M2-FD-16 + + 5
1 dizin: 16155G
2 dizin: 16204C
1 dizin: 16245T
1 dizin: CRS
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M2-FD-17 + + 5
2 dizin: 16223T
1 dizin: 16223T+ 16242T
2 dizin: 16172C

M2-FD-18 + + 3
1 dizin: 16223T
1 dizin: 16176T + 16223T
1 dizin: 16176T

M2-FD-19 + + 5
1 dizin:16183G+ 16204C + 16261T
1 dizin:16183G+ 16204C
2 dizin:16183G
1 dizin: CRS

M2-FD-20 + + 4
1 dizin: 16245A
1 dizin: 16155G
1 dizin: 16155G + 16242T
1 dizin: 16242T

M6-FD-1 + + 3 2 dizin:16162G
1 dizin:16162G+ 16245T

M6-FD-2 - - - -

M6-FD-3 + + 4
1 dizin: 16155G + 16213A
1 dizin: 16223T
1 dizin: 16256T
1 dizin: CRS

M6-FD-4 - - - -

M6-FD-5 + + 5
2 dizin: 16218T
1 dizin: 16172C
1 dizin: 16188T
1 dizin: 16244A

M6-FD-6 + + 4
1 dizin: CRS
2 dizin: 16189C
1 dizin:16189C+ 16261T

M6-FD-7 - + 3
1 dizin: 16173T
1 dizin: 16193T + 16227G
1 dizin:16227G

M6-FD-8 + + 5
3 dizin:16172C
1 dizin:16172C+ 16205T
1 dizin:16172C+ 16242T

M6-FD-9 - - - -

M6-FD-10 + + 5
2 dizin: 16225T
2 dizin: 16162G
1 dizin: 16162G + 16225T

M6-FD-11 - - - -

M6-FD-12 + + 4
2 dizin:16162G
1 dizin:16162G+ 16237T
1 dizin: 16162G+ 16245T

M6-FD-13 + + 5
2 dizin:16189C
2 dizin: 16261T
1 dizin:16189C+ 16245T

M6-FD-14 + + 5
2 dizin: 16223T
2 dizin: 16172C
1 dizin: 16172C + 16205T

M6-FD-15 + + 5

1 dizin: 16208T
1 dizin: 16208T + 16256T
1 dizin: 16256T
1 dizin: 16236T
1 dizin CRS

M6-FD-16 + + 4
2 dizin:16172C
1 dizin:16172C+ 16155G
1 dizin:16172C+ 16256T

M6-FD-17 + + 3 1 dizin: 16223T   1 dizin:16189C
1 dizin:16189C+ 16261T
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BÖLÜM 5

TARTI•MA

†skelet kal€nt€lar€nda moleküler genetik analizler,temelde ayn€veya benzer

teknikler i‚erse de, antropoloji ve adli bilimlerde zaman bak€m€ndan farkl€l€klar

ta„€maktad€r. –rne•in; tarih …ncesi toplumlara ait iskelet kal€nt€lar€ bin, iki bin veya ƒ‚ bin

y€ll€k iken; adli olgularda incelenen kemik veya di„ …rnekleri daha yak€n tarihlidir. Bu

sebeple biyoarkeolojik kal€nt€lar€n tan€mlanmas€nda ‚ok eski, eski, tarihi …rnek gibi

ifadeler kar€„abilir. Sivilich (2005), 1800‰lƒ y€llar€n ortalar€ndan elde edilen kemiklerle

yapt€•€ ‚al€„mada, iki yƒzy€ll€k …rnekler i‚in Štarihi‰ DNA terimini kullanmay€ tercih

etti•ini belirtmi„tir.

Tƒrkiye‰de son on y€l i‚indeadli bilimlerdeinsan kemik veya di„ …rneklerinden

DNA elde edilebilmekte ve birçokolgunun ‚…zƒmƒnde kullan€lmaktad€r (Altun‚ul, 2001).

–rne•in; Giresun‰da bir anneninkayboldu•u olguda k…yƒn yak€nlar€nda bulunan iskelet

kal€nt€lar€n€n anneye ait oldu•unun iddia edilmesi, ancak k€z€n€n bunu reddetmesi ƒzerine

kemiklerden yap€lan hem ‚ekirdekDNA‰s€hem de mtDNA analizleriyle kay€p ki„inin

iddia edilen anne oldu•u belirlenmi„tir (Altun‚ul et al.,2003).Ancak olgular€n her zaman

ba„ar€yla‚…zƒmlenemedi•i,dahil etme olas€l€•€n€n yƒkseltilmesinin istendi•i, farkl€

kurumlar taraf€ndan farkl€ y…ntemlerle tekrarlanmak zorundakal€nd€•€ da bildirilmi„tir

(Ozcanet al.,2006, Kalfoglou et al.,2007).

Tƒrkiye‰de tarih …ncesi toplumlara aitiskeletkal€nt€lar€ndan DNA analizi

‚al€„malar€ daba„lat€lm€„t€r. Van-Yoncatepe arkeolojik b…lgesindeki kaz€larla elde edilmi„

iskelet kal€nt€lar€ndaHLA-DQA1 geni tiplenmi„tir (†„canet al.,2007).Gƒral‰€n (2007)
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bildirdi•ine g…re; Kapadokya A„€kl€ H…yƒk‰te akdeniz anemisini ara„t€rmak i‚in insan

iskeletlerinden DNA …rnekleri al€nm€„, kontaminasyon sebebiyle sonu‚ elde edilememi„;

Konya ˆatalh…yƒk‰te ise akrabal€k ili„kilerini ara„t€rmak i‚inanalizler yap€lm€„, ancak

sonu‚ al€namam€„t€r. Burdur A•lasun‰daki Sagalassos‰ta 1994› 1997 kaz€lar€nda 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 ovas€‰ndaki Tell Kurdu kaz€lar€nda 14

bireyin cinsiyetinin yan€nda HVR1 analizi yap€lm€„, akrabal€k ba•lar€ nedeniyle az say€da

haplotip tespit edildi•i ifade edilmi„tir (Mekel-BobrovandLahn, 2004).

ˆal€„madaDemir ˆa•€‰na ait Van-Yoncatepe bölgesindekiarkeolojik kaz€larda iki

farkl€ oda mezardan ‚€kar€lm€„ kemiklerin ait oldu•u bireylerin olas€ akrabal€k ili„kilerini

genetik analizlerle belirlemek vebu arkeolojik toplumunsosyokƒltƒrel yap€s€nabir €„€k

tutmak ama‚land€.

Yoncatepe (Urartu Medeniyeti, M.Ö. 1200› 750/700) arkeolojik kaz€ alan€ndaki

mezar odas€ndan 37insan femur kemi•i par‚as€, Adli T€p Enstitƒsƒ ve Uluslar aras€ Adli

Bilimler Merkezi Laboratuvarlar€‰nda mtDNA HVRI16147› 16294baz ‚ifti aras€ b…lge

a‚€s€ndananaliz edildi.

Yoncatepe Materyali

Van kentinin 9 km gƒneydo•usunda, Yukar€ Bakra‚l€ K…yƒ s€n€rlar€ i‚inde yer alan

Yoncatepe‰de1995 y€l€nda "Do•u Anadolu B…lgesi'nde Urartu Baraj ve Sulama Sisteminin

Ara„t€r€lmas€"amac€ylager‚ekle„tirilen yƒzey ara„t€rmas€ s€ras€nda arkeolojik kaz€ alan€

tespit edilmi„, nekropolde bulunan alt€ mezar odas€nda farkl€ say€larda iskelet kal€nt€lar€na

ula„€lm€„t€r (Belli, 1996).
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Arkeolojik kaz€ ‚al€„malar€nda tespit edilen …rneklerin, yap€labilecek olas€

molekƒler genetik ‚al€„malar g…z …nƒnde bulundurularaktoplanmas€ ve saklanmas€

oldukça önemlidir.Ancak bir‚ok durumda ‚e„itli sebeplerle bu mƒmkƒn olamad€•€ndan,

…rnekler henƒz toplanma a„amas€nda ya da topland€ktan sonra bir arada tutularak

bilin‚sizce kontamine edilmekte, kaz€ alan€nda do•rudan gƒne„ €„€nlar€na maruz

b€rak€larak a„€r€ s€cakta kalmakta, ula„t€r€ld€klar€ inceleme birimlerinde do•ru

saklanamamaktad€r. Ancak baz€ ‚al€„malarda …rneklerin derin dondurucularda saklanarak

korunmas€ veya molekƒler genetik analizlerin kaz€dan sonra hemen ba„lat€lmas€gibi

uygulamalar€n ba„ar€l€ sonu‚lar verdi•i g…rƒlƒr.Schweitzer ve ara„t€r€c€lar€n€n (2008)

yapt€•€ ‚al€„mada, kemikler kaz€alan€ndan uzakla„t€r€lmas€n€ takiben yirmi d…rtsaat içinde

› 20ºC‰ye konulmu„tur. Bu saklama ko„ullar€nda DNA‰n€n korundu•u, ba„ar€l€ analiz

sonu‚lar€ndan anla„€lmaktad€r (Hummel, 2003). Pruvost ve meslekta„lar€ (2007) ise yeni

kaz€larak al€nm€„ kemiklerle ger‚ekle„tirdikleri ‚al€„madaiki kat dahafazla özgün DNA

elde ettiklerini belirtmi„lerdir.Nielsen ve Thuesen (1998) de kaz€alan€nda DNA

izolasyonunu tamamlad€klar€nda daha ba„ar€l€ sonu‚lar elde ettiklerini bildirmektedir.

Yoncatepe kemik örnekleri bu bak€mdan de•erlendirilirse, 1995‰te ba„lat€lan kaz€larla

‚€kar€ld€•€, daha sonratƒmƒnƒn bir arada oda s€cakl€•€nda tutuldu•u belirtilmelidir. Bu

durumun kontaminasyon ve DNA korunmas€a‚€s€ndan ‚al€„mada olumsuz etkisi oldu•u

söylenebilir.

Arkeolojik kaz€larda g…rev alanlar, toplayacaklar€ ve/veya saklayacaklar€

…rneklerde molekƒler genetik analizler yap€lma olas€l€•€n€n fark€nda olmal€d€r. Ayr€ca

arkeologlar kurduklar€ hipotezlerde bu analizlerin kendilerine daha net ve ayr€nt€l€ veri

sa•layaca•€ konusunda bilgi sahibi olmal€, bunu talep etme hakk€n€ kullanmal€d€r. Bir
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‚al€„mada, 28. Uluslararas€Kaz€, Ara„t€rma ve Arkeometri Sempozyumu‰na(29May€s› 2

Haziran 2006, Çanakkale) kat€lan yirmi dokuzkaz€ ba„kan€ vesorumlusunaanket

uygulanm€„; kat€l€mc€lar€n %86‰s€ kaz€lar€nda DNA analizi yap€lmad€•€n€, %4‰ƒ yasaya

ayk€r€ oldu•u i‚in analiz yap€lmas€n€ istemedi•ini bildirmi„tir. Anketi cevaplayanlar€n

%56‰s€ analizlerin nas€l yap€ld€•€ konusunda bilgili olmad€•€n€, %52‰si ise DNA analizleri

ve arkeolojide DNA‰n€n rolƒ ile ilgili yay€nlar€ takip etmedi•ini belirtmi„tir. Ancak hepsi,

arkeolojide DNA analizleri hakk€nda bilgi sahibi olmak istedi•ini de ifade etmi„tir (Gƒral,

2007).

†klim ve s€cakl€•€n, arkeolojik kemiklerin hem fiziksel hem de molekƒler

korunmas€nda etkili oldu•u bilinir. Yoncatepe kaz€ alan€ndan elde edilen kemikler bu

a‚€dan de•erlendirildi•inde;yüzeylerinde pürüz veya yap€sal bozukluk bulunmamas€n€n,

kemiklerin iklim ve hava „artlar€na kar„€ dayan€kl€ oldu•unug…sterdi•i ifade edilmektedir

(Mergen, 2006).Gerek ayn€ materyal ile daha …nce yap€lan ara„t€rmalar (†„canet al.,

2007), gerekse bu ‚al€„ma, Van ikliminin kemiklerdeki DNA korunmas€nda da olumlu

etkileri oldu•unu dƒ„ƒndƒrmektedir. B…lgede g…rƒlen karasaliklim, k€„lar€n so•ukve kar

ya•€„l€, yazlar€n ises€cak vekurak ge‚mesine sebep olur. Y€ll€k ortalama s€cakl€k ise,

Devlet Meteoroloji †„leri Genel Mƒdƒrlƒ•ƒ verilerine g…re 8› 10ºC aras€ndad€r. DNA‰n€n

so•uk ve kuru ortam ko„ullar€nda daha iyi sakland€•€ ‚e„itli ara„t€rmac€lar taraf€ndan da

belirtilmi„tir. Hössve meslekta„lar€(1996), so•uk ortamlardan veya buzdan toplanan

örneklerde DNA hasar€n€n az oldu•u; Wayne ve meslekta„lar€(1999), DNA‰n€n so•uk ve

kuru ortam ko„ullar€nda en iyi „ekilde korundu•unu, biyokimyasal ‚al€„malarla bu sƒrenin

100.000 y€ldan fazla olmad€•€n€ belirtmi„lerdir. Ricautve meslekta„lar€na (2005) göre,

so•uk ve kurak iklim „artlar€nda DNA daha iyi saklanmaktad€r. Bollongino ve
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meslekta„lar€ (2008), tarih …ncesine ait s€•€r kemiklerinden mtDNA analizi ‚al€„malar€nda;

Tƒrkiye‰den de …rnekler incelemi„lerdir. Kendi s€n€fland€rmalar€yla, Yak€n Do•u grubu

içindeÇatalhöyük (Konya, Çumra), ˆay…nƒ (Diyarbak€r, Ergani), Fikirtepe (†stanbul,

Kad€k…y) ve Mezraa-Teleilat (šanl€urfa, Birecik); GüneyDo•u Avrupagrubu içinde ise

Bulgaristan, Macaristan, Romanya, Slovenya ve Slovakya ile birlikteTƒrkiye‰den

A„a•€p€nar (K€rklareli) ve Hoca‚e„me (Edirne, Enez) alanlar€ndan elde edilen materyal

kullanm€„lard€r. Ara„t€rmac€lar, bub…lgelerden ald€klar€ toplam yirmi ƒ‚ …rnekten sadece

dördƒnde tekrarlanabilir DNA sonu‚lar€ elde ettiklerini, ‚al€„mada incelenen 291 …rnekte

bu oran€n %46 oldu•unu bildirmi„lerdir. Veriler, DNA korunmas€n€n Orta Avrupa‰dan

(%67) Yak€n Do•u‰ya(%7) do•ru dƒ„tƒ•ƒnƒ,yüksek s€cakl€k ve nemin, ‚al€„maya dahil

edilen Yak€n Do•u grubundaki …rneklerde daha h€zl€ diyageneze sebep oldu•unu

göstermektedir.Bollongino ve meslekta„lar€ (2008), bu ‚al€„malar€ndaso•uk, kuru,

karanl€k, anaerob ve biraz alkali ortamlarda en iyi DNA korunmas€n€n sa•land€•€n€ ifade

etmi„lerdir.

†klim ve s€cakl€k d€„€nda, kemiklerin g…mƒlƒ bulundu•u alan€n denizden

yƒksekli•inin DNA eldesinde …nemli oldu•u,yüksek alanlarda bulunan kemiklerde,

DNA‰n€n daha iyi korundu•u bildirilmi„tir (Smithet al.,2001).Yoncatepe, 2.051 metre

yƒkselti ile „imdiye kadarTƒrkiye‰nin en yƒksek rak€ml€ kaz€ alan€d€r (Belli, 1996).

ˆal€„ma bulgular€ndan anla„€laca•€ ƒzere, Yoncatepe kemiklerindeki DNA korunmas€nda

bu faktörün de olumluetkisi oldu•u dƒ„ƒnƒlmektedir.

Kemiklerin Haz„rlamas„

Kaz€ s€ras€nda DNA analizi i‚in …rnek almak, kaz€ stratejisinin bir par‚as€ olarak
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görülmelidir (Nielsen and Thuesen, 1998).–rnekler, yap€lacak her tƒrlƒ inceleme i‚in kaz€

sonras€nda temizlenmeli, ƒzerindeki topraktan ar€nd€r€lmal€d€r. †skelet örneklerini

incelemeye haz€rlamak i‚in su veya kimyasalmaddelerley€kama gibibirçok yöntem

kullan€lmaktad€r (Rennicket al.,2005).Ancak bunlar kemi•e zarar verebilir, …zellikle

molekƒler ‚al€„malarda kontaminasyona neden olabilir. Bu sebeple antropolog ve

patologlar hangi kemik haz€rlama tekniklerinin genetik analizleri olumsuz etkileyebilece•i

konusundabilgi sahibi olmal€d€r. Yoncatepe iskelet kal€nt€lar€, kaz€ sonras€nda muhafaza

edildikleri †.œ. Adli T€p Enstitƒsƒ Osteoloji Laboratuvar€‰nda antropologlar ve arkeologlar

taraf€ndan di„ f€r‚as€ ve yumu„ak f€r‚a ile yƒzeylerindeki topraktan temizlenerek

antropometrik …l‚ƒmlere haz€rlanm€„t€r. Bu a„amada herhangi bir y€kama yap€lmam€„t€r

(Mergen, 2006). B…ylece …rneklerde var olan DNA‰n€n daha fazla kontamine olmas€n€n

…nlendi•i, molekƒler genetik ‚al€„malara katk€ sa•land€•€ dƒ„ƒnƒlmektedir.

ˆal€„mada DNA analizi i‚in Yoncatepe nekropolƒnƒn iki odamezar€ndan (M2 ve

M6) elde edilen ve ‚e„itli sebeplerle …l‚ƒm yap€lamayan femur …rnekleri se‚ilmi„tir. Ya„

ve boy tahmini ile cinsiyet tayini i‚in yap€lan antropometrik …l‚ƒmlerde, her kemik tek bir

ki„i olarak ele al€nm€„t€r. ˆƒnkƒoda mezarlarda kemiklerkar€„€k halde bulundu•u i‚in

ayn€ bireye ait hem ƒst ve alt ekstremite hem de sa• ve sol kemikleri bulmak, dolay€s€yla

her bireyin tam iskeletini olu„turmakmƒmkƒn olmam€„t€r. Bununla birlikte baz€ kemik

…l‚ƒmlerinde sa• ve sol kemi•in ayn€ milimetre de•erleri vermesine ba•l€ olarak tek bir

ki„iye ait oldu•u da s…ylenebilmi„tir (Mergen, 2006).Farkl€ kemiklerin ayn€ DNA profilini

gƒvenilirlikle g…stermesi, ayn€ ki„iye ait oldu•unu belirleyecektir. Bu gƒvenilirlik, ‚ok

say€da …rnekte her tƒrlƒ analizin yap€lmas€ ile sa•lanabilir.

Eldeki iskelet kal€nt€lar€ndan femurlar€n se‚ilmesinin nedeni; DNA eldesinde daha
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fazla ba„ar€ sa•lad€•€n€n ve s€k€ dokudan …rnek al€nd€•€ durumda kontaminasyonun en aza

indirgendi•inin bilinmesidir. ˆok say€da ara„t€rmac€, femur ile ‚al€„m€„t€r(Tuross, 1994;

Cipollaroet al.,1998; Rennicket al.,2005; Gilbertet al.,2005; Opelet al.,2006;

Fondevillaet al.,2008). Nelson ve Melton (2007), yƒz onalt€iskelet …rne•inde femur,

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

ba„ar€n€n (%92) femurda sa•land€•€ bildirmi„tir. ˆal€„mada kemiklerin kompakt k€s€mdan

par‚a al€narak analize ba„lanm€„t€r.S€k€ dokuda daha fazla kemik hƒcresi oldu•undan,

ƒstelik bu k€s€msüngerimsi doku gibi kontaminasyona a‚€k olmad€•€ndan,DNA analizinde

ba„ar€ sa•lar (Yang et al., 1998; von Wurmb-Schwarket al.,2003).

Kemik par‚alar€n€n haz€rlanmas€ s€ras€nda, farkl€ kal€nl€klar ve sertlikler

g…zlenmi„tir. Kimi kemikler kolayca el ile k€r€l€p ufalan€rken, kimilerinin ‚ok sert oldu•u

ve zor kesilebildi•i g…zlenmi„tir. Hedges‰e (2002) g…re, kemiklerin sertlik derecesiDNA

eldesiyleilgilidir. ˆal€„man€n sonu‚lar€, bunu do•rulamaktad€r. Kolay k€r€labilen

kemiklerden DNA eldesinde sorunlar g…rƒlmƒ„, daha sert …rneklerde ise ba„ar€yla DNA

izole edilebilmi„tir.

DNA izolasyonundan önce, örneklerin yüzey kontaminasyonunun giderilerek

(dekontaminasyon), mekanik veya kimyasal yollarla par‚alanmas€ gerekir. Kemik

…rneklerinin yƒzey kontaminasyonunun giderilmesi amac€yla, d€„k€sm€nkaz€nmas€ en s€k

uygulanan y…ntemdir. Bunun d€„€nda kontaminant DNA‰n€n kimyasal y€k€m€, yƒzeyin UV

€„€•€na maruz b€rak€lmas€ veya y…ntemlerin kombinasyonu da dekontaminasyon amac€yla

kullan€lmaktad€r.Watt (2005), yƒz alt€ aDNA yay€n€n€ inceledi•iara„t€rmas€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 ƒ‚ƒnƒn birlikte (fiziksel y…ntem, hipoklorit ve UV) uyguland€•€n€tespit etmi„tir.Kemp

veSmith‰e (2005) g…re, analiz edilecek …rnek, d€„ k€sm€n€n kaz€nmas€ndan sonra sodyum

hipokloritte tutulur ve UV‰ye b€rak€l€r. Opel ve meslekta„lar€ (2006), kemik …rneklerini

…nce z€mparalam€„, ard€ndan %5 ‚ama„€r suyu ile f€r‚alam€„, hemen distile su ve %95

etanol ile y€kayarak analize haz€rlam€„lard€r.Kemik veya di„ …rne•ini %6 sodyum

hipokloritte 15 dakika bekletmek yüzey kontaminasyonunu gidermede yeterli, pratik ve az

maliyetlidir (KempandSmith,2005; Dissinget al.,2008). AncakRennickve

meslekta„lar€n€n (2005)ara„t€rmas€na g…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…rƒlmƒ„tƒr.Gilbert ve meslekta„lar€(2005),

…rnekleri klorite bat€rman€n bula„m€„ DNA‰y€ degrade etmedi•ini belirtmi„lerdir.Kemik

…rneklerinin y€kanmad€•€, ancak yenikaz€larak al€nd€•€ bir ‚al€„mada ise y€kanm€„lara g…re

iki kat daha fazla özgün DNA eldeedilmi„tir (Pruvostet al.,2007).Bu ‚al€„mada kemik

…rneklerinin d€„ yƒzeyi kaz€nd€ktan sonra, hipoklorit ile y€kama veya silme uygulanmam€„,

…rneklerin her iki yƒzeyi do•rudan 5‰er dakika UV‰de tutulmu„tur.

†skelet …rnekleri,DNA izolasyonundan öncekimyasallar€n yƒzey alan€yla yeterince

etki etmesini sa•lamak i‚in, fiziksel olarak par‚alanmal€d€r.Kemikler,bir …•ƒtƒcƒ,

de•irmen, havanveya çekiçyard€m€ylatoz haline getirilir.Örnekleritoz haline getirme

s€ras€nda modern DNA ile kontaminasyonun yayg€noldu•u bilinir (O‰Rourkeet al.,2000).

Bu sebeple ‚al€„mada yƒzey 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 ka•€d€kaplanm€„ alanda ayr€

eldiven ve maskelerle dikkatle a‚€larak, UV‰de b€rak€lm€„ tƒpler i‚ine al€nm€„t€r.
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DNA €zolasyon YŠntemi

ˆal€„mada kemikten DNA izolasyonundabir‚ok y…ntem var olmas€na ra•men,

daha saf, temiz ve yo•un DNA verdi•i i‚in silika temelli purifikasyonkiti kullan€lm€„t€r.

Yang ve meslekta„lar€ (1998), fenol-kloroform ekstraksiyonu ve bir ‚e„it silika temelli

safla„t€rma kitinin farkl€ kombinasyonlar€n€n kar„€la„t€r€lmas€ amac€yla ger‚ekle„tirdikleri

‚al€„mada;proteinaz K par‚alamas€ndansonra tek ba„€nasilika kolon purifikasyonu

kullan€m€n€n,fenol-kloroform ekstraksiyonuna göre daha iyi sonuçlar verdi•i g…stermi„tir.

Rohland ve Hofreiter(2007),farkl€ izolasyon y…ntemlerini kar„€la„t€rmal€ olarak incelemi„,

otuz iki örnekten yirmi sekizinde silika y…ntemi ile ba„ar€l€ sonu‚ ald€•€n€ belirtmi„tir.

Yoncatepe kemiklerinin DNA izolasyonunda da silika temelli izolasyon yöntemi

uygulanm€„t€r.

ˆok say€da ara„t€rmac€ silika jel temelli DNA izolasyonkiti ile EDTA

dekalsifikasyonunubirlikte uygulamakta ve ba„ar€ sa•lamaktad€r(CanoandPoinar, 1993;

Tuross, 1994; Zierdtet al.,1996; Kringset al.,1997; Yanget al.,1998; Bouwmanet al.,

2006). Bu ‚al€„mada da silika temelli izolasyon …ncesinde, EDTA dekalsifikasyonu

yap€lm€„t€r. Kalsifiye bir doku olan kemiklerde, daha iyi sonuç almak için kalsiyumun

uzakla„t€r€lmas€ gerekti•i 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 (Sivilich, 2005). Ancak s€kl€kla dekalsifikasyon uygulanmakta(Hummel

andHerrmann, 1991; Tuross, 1994; O‰Rourkeet al.,1996; Imaizumiet al.,2002) ve hem

nükleer hem de mtDNA tiplemesindebelirgin birba„ar€ sa•land€•€ ifade edilmektedir

(Imaizumiet al.,2005). EDTA, Mg+2 ve Ca+2 gibi bivalent katyonlar€ kelatla„t€rarak

DNAz‰lar€ inaktifle„tirir.Loreille ve meslekta„lar€ (2007)EDTA y€kamalar€nda DNA
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kayb€ oldu•u tart€„malar€na bunun s…z konusu olmad€•€ cevab€n€ vermekte ve her zaman

gƒvenle kullan€labilece•ini belirtmektedir. Yoncatepe kemikleri de dekalsifikasyona tabi

tutulmu„, izolasyon ‚…zeltisi EDTA ile haz€rlanarak kullan€lm€„t€r.

DNA izolasyonunda silika kolonlardan ge‚irme a„amas€na kadar izolatlar€n

rengindefarkl€l€klar tespit edilmi„tir. Bu renk farkl€l€•€n€ntopraktan geldi•i bilinmektedir

(Imaizumiet al.,2005).†zolatlardakirenklenme ile her zaman de•il ama s€kl€klaPCR

inhibitörlerinin varl€•€belirlenebilir, renk genellikle hafif sar€ms€ veya k€rm€z€ms€

kahverengi olur (Kempet 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 gƒvenilir olmas€ gerekir. Bu sebepleizolasyon s€ras€nda tƒm

i„lemlerden ge‚irilen, ancak DNA içermeyenkontrol …rnekler kullan€lm€„t€r. †zolatlar€n

agaroz jel elektroforezinden sonra görüntülenmesinde, bu kontrollerdebant bulunmamas€

izolasyon s€ras€nda herhangi bir kontaminasyonun olmad€•€n€ g…stermi„tir. Analiz

s€ras€nda …rnek i‚ermeyenkontrollerin kullan€lmas€, aDNA'n€n gƒvenilirli•inin veya

ger‚ek/…zgƒn olma …zelli•inin belirlenmesi için önerilen kriterlerden biridir(Pääboet al.,

2004).

†ncelenen otuz yediizolat, agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi•inde baz€

örneklerde bantg…rƒlmemesi, izolasyonun ba„ar€s€z oldu•unu veya DNA‰n€n olmad€•€n€

dƒ„ƒndƒrmektedir. Ancak bu …rneklerden ikisi (M2-FD5 ve M6-FD7 izolatlar€) bant

vermemi„ olmas€na ra•men, amplifikasyonda sonu‚ vermi„tir. Bu durum, örneklerde var

olan DNA‰n€n az miktarda olmas€ sebebiyle kimi zaman agaroz jel ile tespit

edilemeyece•ini g…stermektedir (SambrookandRussell, 2001).
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Amplifikasyonda Kar†„la†„lan Sorunlar

Ge‚mi„e ait DNA ‚al€„malar€nda ba„lang€‚taki …rnekmiktar€n€ntespit edilmesi

‚o•altma stratejilerininbelirlenmesiad€na yararl€ olabilir(Handtet al.,1996; Swangoet

al., 2006).Ancak Chilvers ve meslekta„lar€(2008),ba„lang€‚taki …rnek miktar€n€, …zgƒn

aDNA oldu•unun garantisini vermedi•i i‚in Real-Time PCR ile ölçmeyi tercih

etmediklerini belirtmi„lerdir. 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 yƒrƒtƒlmesi, baz€

istisnalar hari‚, genel bir fikir vermi„tir.

Yƒksek polimorfizminden dolay€ mtDNA‰n€nileri de•i„ken bölgesi(HVR), aDNA

‚al€„malar€ i‚in uygundur (Hummel, 2003). HVRI (16024› 16365) 341 baz çifti,HVRII

(73› 340) ise 267 baz ‚ifti uzunlu•undad€r ve bu iki uzun b…lgenin ‚o•alt€lmas€, aDNA

‚al€„malar€nda bir veya iki amplifikasyonla sa•lanamaz. Ayr€ca elde edilecek sonu‚lar€n

birbiriyle kar„€la„t€r€larak do•rulanabilir olmas€ gerekir. Bu iki …nemli sebeple, belirlenen

bölge içindeüst üste ‚ak€„an par‚alar olu„turulur(Krings et al.,1997; Imaizumiet al.,

2005; Bouwmanet al.,2006, 2007, 2008; Dissinget al., 2007; Gaoet al.,2007). Bu

parçalardan biri deHVRI içinde 147 baz çiftlik (16147› 16294) k€s€md€r. Bu b…lge, daha

…nce di•er ara„t€rmac€lar (Bouwmanet al.,2006, 2008; Chilverset al.,2008) taraf€ndan da

‚al€„€lm€„ bir k€s€m oldu•undan gƒvenle tercihedilmi„tir (Ek 1).

Amplifikasyon ƒrƒnleri agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi•inde incelenen 37

…rne•in tƒmƒnde bu b…lgenin ba„ar€l€ amplifikasyonunun sa•lanamad€•€ g…rƒlƒr. DNA

degradasyonundan dolay€ meydana gelen k€sa par‚alar€n, ‚apraz ba•lar€n olu„turdu•u

Maillard ƒrƒnlerinin veya di•er inhibit…rlerin PCR‰€ engellemi„ olmas€ muhtemeldir.

Pääbo(1989)140 baz çiftinden daha uzun parçalarda amplifikasyonun ba„ar€s€z oldu•unu;
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O‰Rourke ve meslekta„lar€ (2000) ise,eski DNA'n€n eldesi ve amplifikasyonunun, 300›

500 baz ‚iftinden az uzunluktaki …rneklerde mƒmkƒn oldu•unubelirtmi„lerdir. ˆal€„mada

ba„ar€yla ‚o•ald€•€ g…zlenenotuz iki …rnekteki DNA‰n€n kontaminasyon de•il, …zgƒn

DNA oldu•unun kesin olarak belirlenmesi bu noktada mƒmkƒn de•ildir. Devam eden

a„amalarda, …zellikle klonlama sonucunda elde edilen kolonilerin dizinlenmesi, bu

durumun yorumlanmas€nda yard€mc€ olmu„tur.

Amplifikasyon ürünlerininelektroforezi sonunda UV ile görüntülenen agaroz jelde

mavi floresans g…rƒlmƒ„tƒr. Bir‚ok ara„t€rmac€ ayn€ g…zlemde bulunmu„, bunun nedeninin

nükleik asitleri ba•layan Maillard ƒrƒnleri ve humik asit, fulvik asitgibi di•er bile„ikler

oldu•unu belirtmi„tir (Pääbo, 1989; Tuross, 1994; Hanniet al.,1995; Kalmaret al.,2000;

KolmanandTuross, 2000).

ˆal€„mada amplifikasyon ƒrƒnlerinin elektroforezinde her zaman primer-dimerlerin

olu„tu•u g…zlenmi„tir.Ge‚mi„e ait DNA ‚al€„malar€nda,hedef …rne•in miktar€ dƒ„ƒk

oldu•u zaman, …zellikle yƒksek primer konsantrasyonlar€nda‚o•altma s€ras€nda primerler

hedef d€„€molekƒllere yanl€„ ba•lanabilirve elektroforezde a„€r€ primer-dimer meydana

gelir. Bir‚ok ara„t€rmada primer-dimer varl€•€ bildirilmi„tir (Gerstenbergeret 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 kayna•€n€ tespit amac€yla yƒrƒtƒlen PCR malzemelerinde primerlerin kontamine

oldu•u belirlenmi„tir. Kolman ve Tuross‰un (2000) belirtti•ine g…re,ticari olarak sat€n

al€nan primerler s€kl€kla kontamine bulunur. Ara„t€rmac€lar bu durumdarutin olarak

254nm‰de 20 dakika radyasyonlaprimerlerin dekontamine edilebilece•ini, bu uygulaman€n

primerlerin kullan€m€n€ bozmayaca•€n€ belirtmektedir. ˆal€„mada, primer
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kontaminasyonunu gidermede bu yol tercih edilmemi„, onun yerinePCR malzemelerinden

Taq DNA polimeraz ve …rnek DNA d€„€ndahaz€rlanan kar€„€m, her türlükontaminasyonu

önlemekiçin k€sa sƒreUV‰ye tabitutulmu„ ve ba„ar€l€ sonu‚lar al€nm€„t€r. Bu stratejinin

dNTP‰ler UV‰yi absorbe etti•i i‚in etkisiz olabilece•i de bildirilmektedir(Leonardet al.,

2007).

Amplifikasyon s€ras€nda kontaminasyonun tespiti i‚inbirden fazla say€da PCR

kontrolƒ kullan€lm€„t€r. Bu y…ntem,aDNA'n€n gƒvenilirli•i veya ger‚ek/…zgün olma

…zelli•inin belirlenmesi için önerilen bir kriterdir(Pääboet al.,2004).ˆal€„mada

kontaminasyon olas€l€•€ndan dolay€pozitif kontrol kullan€lmam€„t€r (Willerslev and

Cooper, 2005).

Klonlaman„n faydas„

Ge‚mi„e ait DNA …rneklerinde ‚o•alt€lanDNA par‚alar€n€ do•rudandizinleyen

ara„t€rmac€lar olsa da(Anzai et al.,1999;Ariffin et al.,2007),kontaminasyon sebebiyle

bunungüvenilir ve ge‚erli bir sonu‚ veremeyece•i, dizinleme …ncesi klonlama yapman€n

tek uygun ‚…zƒm oldu•u ‚e„itli ara„t€rmac€lartaraf€ndan ifade edilmi„tir (Hummel,2003;

Hebsgaardset al.,2005; Ho et al.,2007). Yoncatepe kemiklerinin DNA analizinde

amplifikasyon sonunda jelden izole edilerek safla„t€r€lan ƒrƒnlerden baz€lar€, bunu test

etmek i‚in …nce do•rudan dizinlenmi„, ancak muhtemelen ‚ok say€da farkl€ DNA olmas€

sebebiyle güvenilir ve geçerli bir dizin elde edilememi„tir. Klonlama yap€larak do•ru

kolonilerin se‚ilip safla„t€r€ld€ktan sonra dizinlenmesi ise, net bir dizin eldesi sa•lam€„t€r.

Do•ru ve gƒvenilir sonu‚lar i‚inklonlaman€n gerekli oldu•u anla„€lm€„t€r.

ˆal€„mada kullan€lan mavi-beyaz tarama y…ntemi, do•ru klonlaman€n olup
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olmad€•€n€ belirlemede kolayl€k sa•lam€„t€r. Y…ntem, klonlanm€„ PCR ƒrƒnlerini

artt€rmada bir …n tarama metodudur ve aDNA ‚al€„malar€nda s€kl€kla tercih edilmektedir

(Reeseet al.,1996; Lutzet al.,1999; Bouwmanet al.,2006; Caramelliet al.,2007; Dissing

et al.,2007).

Klonlama sonras„ ˆo‡altma

Klonlanmadan sonra meydana gelen beyaz renkli kolonilerin seçilerek PCR ile

‚o•alt€lmas€, yanl€„ pozitif klonlar€n dizinlenmesini …nler. Ayr€ca kolonilerin PCR‰€

istenen ƒrƒnƒn dizinleme i‚in yeterli miktarda olmas€n€ sa•lar (CapelliandTschentscher,

2005). ˆal€„mada her …rnek i‚in elde edilen kolonilerden dizinleme i‚in be„adet

se‚ilmi„tir. Dizin leme i‚in uygun koloni say€s€ konusunda ara„t€rmac€lar farkl€ fikirler …ne

sƒrmektedir. Bower ve meslekta„lar€ (2005), eski …rnekte %70 var olan dizini %95‰in

üzerinde güvenilirlikle belirlemek için en az on iki olmak üzere, ortalama yirmi, pratik

a‚€dan en fazla otuzkoloni analiz edilmesi gerekti•ini belirtmi„tir. Römplerve

meslekta„lar€ (2006) en az ƒ‚klonun dizinlenmesi gerekti•ini bildirmi„tir. Millar ve

meslekta„lar€(2008), binomial da•€l€m kullanarak ve %99 kesinlik s€n€r€ hesaplanarak,

genomun enazsekizkere dizinlenmesi gerekti•ini savunmaktad€r. Koloni dizinlerinin

birbiriyle k€yaslanmas€ ve gƒvenilirlik aral€•€n€n belirlenmesi i‚in web temelli bir program

mevcuttur: ŠConsensus Confidence Program‰ (www.mcdonald.cam.ac.uk). Ara„t€rmac€lar

elde ettikleri en az ondizini, burada analiz ederek …rneklerinin gƒvenilirlik aral€•€n€

de•erlendirebilir veya ka‚ koloniyi daha dizinlemesi gerekti•ini belirleyebilir. Program,

dizinlerin …zgƒnlƒ•ƒ hakk€nda bir bilgi vermemekte, PCR sonras€nda en fazla ‚o•alan

dizinle ilgili veri sa•lamaktad€r (Boweret al.,2005).
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Klonlamadan sonraelde edilen ƒrƒnlerin ‚o•alt€lmas€ i‚in hot-start PCR

yap€lm€„t€r. B…ylece hem primer-dimer olu„umu azalt€l€r, hem de primerlerin ve/veya

enzimlerin ilk d…ngƒde denatƒrasyon s€cakl€•€na ula„mas€ndan …nce DNA …rne•ine

ba•lanmas€ engellenir(Chouet al.,1992).PCR döngülerinde denatürasyon ve son uzama

a„amalar€ 10‰ar dakika tutulmu„tur.Pääbo‰ya (1989) g…re, denatürasyon süresini (5› 7

dakika) ve son uzama süresini (>1 dakika) artt€rmakelde edilen ƒrƒn miktar€n€ ve

kesinli•ini artt€rabilir.

Dizin bulgular„n„n genelde‡erlendirmesi

Degrade yap€s€ndan dolay€ aDNA‰da de•i„mi„ bazlar€n varl€•€, PCR ƒrƒnleri

klonland€•€nda ve bir‚ok klondizisi kar„€la„t€r€ld€•€nda aralar€nda ‚ok say€daki farkl€l€•€n,

modern DNA amplifiye edildi•inde g…rƒlenden ‚ok daha fazla olmas€ ile belirlenir (P••bo

et al.,2004).ˆal€„mada her …rnek i‚in haz€rlanan klonlardan elde edilen dizinler birbiriyle

ve referans dizin ile kar„€la„t€r€ld€•€nda, baz€ bazlar€n de•i„ti•i g…rƒlmƒ„tƒr. Bu yanl€„

kodlama lezyonlar€ (Šmiscoding lesions‰),bazlar€n tƒrevlerine degradasyonu sonucu ortaya

‚€kar (Axelssonet al.,2008).

DNA‰daki sƒbstitƒsyon mutasyonlar€ iki tiptir: Transizyonlar, iki halka pürinin

(A G) veya tek halka pirimidinlerin (C T) yer de•i„tirmesidir.Benzer „ekilde bazlar

birbirinin yerini al€r. Transversiyonlar ise, pƒrinlerin pirimidin bazlar€na (C G, T G,

A T, A C) de•i„i kli•idir, bu da halkan€n farkl€la„mas€na sebep olur.Transizyonlar€n

transversiyonlardan daha s€k g…rƒlmesi beklenir. ˆƒnkƒ transizyonlar€n amino asit

sƒbstitƒsyonu ile sonu‚lanmas€ muhtemel olmad€•€ndan, d…nƒ„ƒmƒn devam etmesi s…z

konusudur ve s€kl€kla toplumlarda tek nükleotid polimorfizmleri (SNP) olarak
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transversiyonlardan daha fazla görülür (Comaset al.,1996, Mergenet al.,2004). Bunu

do•rulayacak „ekilde, bu ‚al€„madaki dizinlerde de g…zlenentransizyonlar daha fazlad€r.

Hatta en fazlaC T veG A de•i„imi g…rƒlmƒ„,A G veT C d…nƒ„ƒmƒne ise daha

az rastlanm€„t€r.Bunun sebebi, C‰nin U ve T‰ye hidrolitik deaminasyonunun daha yƒksek

oranda olmas€d€r (Lindahl, 1993).G‰nin A‰ya de•i„imi ise, Taq DNA polimerazla birle„en

sitozin kal€nt€lar€na sebep olan hipoksantini ƒreten adenin kal€nt€lar€n€ndeaminasyonu ile

meydana gelir (Gilbertet al.,2003). Gilbert ve meslekta„lar€ (2003, 2005)klonlardaçok

say€da C-T ve G-A de•i„imi nin g…zlendi•ini bildirmi„tir.

aDNA‰daki bu tip hatal€ kodlama lezyonlar€,dizinlerin do•ru belirlenmesini

karma„€kla„t€r€r. Bu olay€ ortadan kald€rmak i‚in, eski DNA …rne•indeki hasarlar€n sebep

oldu•u yanl€„ birle„imleri, herhangi bir PCR‰da olu„an Taq DNA polimeraz hatalar€ndan

ay€rt etmek gereklidir. Bunu yapman€n bir yolu, az say€da …rnek molekƒl i‚eren DNA

izolatlar€ndan ‚ok say€da amplifikasyon yapmak ve PCR ƒrƒnlerini klonlamakt€r.

Klonlardan elde edilen DNA dizinlerinin kar„€la„t€r€lmas€, ayn€ …rnek preparat€nda bir

amplifikasyonda meydana gelip di•erindeolmayan nükleotid farkl€l€klar€n€ ortaya ‚€kar€r

(Pääboet al.,2004).

Mutasyon bulgular„n„n de‡erlendirmesi

Her örnek için dizinlenen3› 5 koloni, birbiriyle ve Cambridge referans diziniyle

kar„€la„t€r€lm€„, kontaminasyon veya DNA hasar€ hakk€nda bilgiedinilmi„tir. M2-FD3 için

dizinlenen be„ koloniden d…rdƒnde 16193T g…rƒlmesi, bunun muhtemelen kontaminasyon

de•il, …rne•in ta„€d€•€ bir mutasyon olabilece•ini;di•er kolonilerde tek ba„€na g…rƒlen

16155G, 16213A ve 16245T bulgular€, DNA hasar€n€ g…stermektedir. M2-FD7 …rne•inin
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ƒ‚ dizininde 16208T, di•er 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 dizinlerdeherhangi bir DNA hasar€

görülmemesi, bunun modern DNA kontaminasyonu oldu•u olas€l€•€n€ artt€rmaktad€r. M6-

FD5 …rne•inin dizinlenen be„ kolonisinde de farkl€ de•i„imlerin (16172C, 16188T,

16218T, 16244A) g…rƒlmesi, kontaminasyon veya hasar hakk€nda bilgi vermemekte; ancak

bir dizinin Cambridge referans dizini ile tamamen ayn€ olmas€, kontaminasyonu

dƒ„ƒndƒrmektedir.

†ncelenen iki mezardanM2‰de 1, 6, 9, 14 veM6‰da1, 8,12,16 için dizinlenen tüm

klonlarda ayn€ baz de•i„iminin (s€ras€yla 16172C, 16256T, 16193T, 16172C, 16162G,

16172C, 16162G ve 16172C) görülmesi, bunun kontaminasyonolmayabilece•ini,

dolay€s€yla mutasyon olma olas€l€•€n€n yƒksek oldu•unu g…sterir. Ancak bu …rnekler i‚in

dizinler incelenirse, hasarl€ b…lgelerinvar oldu•u da anla„€l€r.

Mezar M2‰de2, 4, 7, 10, 11, 13, 15, 17, 19 veM6‰da 6, 10, 13,14 numaral€

…rneklerde belirli baz de•i„iklikleri, her biri i‚in dizinlenen kolonilerinin yar€s€ndan

‚o•unda (d…rt dizinden ƒ‚ƒnde veya be„ dizinden d…rdünde) g…rƒlƒrken, az bir k€sm€nda

(dört dizinden birinde veya be„dizinden ikisinde) yer almamakta veya farkl€ de•i„imler

tespit edilmektedir. Bu durum, kontaminasyonun bir kan€t€d€r. ˆo•u dizinde g…rƒlen baz

de•i„iklikleri ise, olas€ bir mutasyonu ifade edebilir. Ancak yine de daha fazla say€da

koloninin dizinlenmesi durumu netlikle a‚€•a ‚€karacakt€r. –rne•in M2-FD2‰de be„

dizinden üçünde 16256T g…rƒlmƒ„, di•er ikidizinde ise sadece 16204C tespit edilmi„tir ki;

bu da belirgin bir kontaminasyonun varl€•€na i„aret etmektedir. –rne•e ait ger‚ek DNA

hakk€nda bilgi sahibi olmak i‚in, daha fazla koloninin dizinlenmesi gerekir. B…ylece hangi
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mutasyonun …rne•e ait oldu•u, hangisinin kontaminant DNA oldu•u anla„€labilir.

Oda mezarlardan M2‰de8, 16, 18, 20‰de veM6‰da3, 5, 7, 10,15, 17‰de ayn€

…rne•e ait dizinlerde farkl€ bazlarda de•i„iklik g…rƒldƒ•ƒnden, …rneklere ait oldu•u

dƒ„ƒnƒlebilecek mutasyonu belirlemek veya kontaminant€ tespit edebilmek mƒmkƒn

de•ildir. Klonlama sonras€ daha fazla say€da dizinleme yap€lmas€ bu …rnekler i‚in de

faydal€d€r.

Yoncatepe kaz€ alan€ndaki iki farkl€ mezardan elde edilen kemiklerin 147 baz

‚iftlik mtDNA analizi, „u noktalar€ a‚€•a ‚€karm€„t€r:M2 mezar€na ait 20kemik

…rne•inden M2-FD1 ve M2-FD14‰ƒn 16172C mutasyonunuta„€mas€ sebebiyle ayn€ anne

soyundan ki„ilereait olabilece•i s…ylenebilir.†ncelenen kemik par‚alar€n€nönceayn€

bireye ait olma ihtimali dƒ„ƒnƒlmƒ„, antropolojik incelemelere ba„vurulmu„tur. Morfolojik

özellikler (yüzey rengi, fiziksel hasar-pürüz durumu) göz…nƒne al€nd€•€nda, iki kemik

…rne•inin ayn€olamayaca•€ belirlenmi„tir, ‚ƒnkƒ M2-FD14‰ƒn ƒzerinde var olan erozyon

M2-FD1‰de g…rƒlmemektedir.

Hem M2-FD3 hem de M2-FD9, 16193T mutasyonu göstermektedir. Bu örneklerin

ait oldu•u bireylerin anne taraf€ndan akraba olmas€ mƒmkƒn olabilece•i gibi, al€nan

…rnekler ayn€ bireylere de ait olabilir. Morfolojik …zellikler (yƒzey rengi, fiziksel hasar-

pƒrƒz durumu) bu noktada kesin ve yeterli bir bilgi sa•layamam€„t€r.

M2-FD2, M2-FD6 ve M2-FD10 ise, 16256T mutasyonunu ta„€maktad€r. Bu

örneklerden M2-FD10 erken çocukluk döneminde bir bireye aittir, bu sebeple M2-FD2

veya M2-FD6 ile ayn€ iskelete ait olmad€•€ kesindir. Her ne kadar M2-FD2 ve M2-FD6

anne taraf€ndan akraba olabilirse de, ayn€ bireylere de ait olabilir. Morfolojik …zellikler, bu

iki kemik için yeterlibir ay€r€m yapmay€ sa•lamam€„t€r. Ancak M2-FD10,M2-FD2
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ve/veya M2-FD6 ile ayn€ anne soyundan gelebilir. M2-FD2 ve M2-FD6‰n€n ayn€ ki„iye ait

olmas€ durumunda, bu profil ile M2-FD10 aras€nda muhtemel bir anne-çocuk, teyze-çocuk

veya day€-‚ocuk ili„kisi mevcuttur. M2-FD2 ve M2-FD6 anne taraf€ndan ili„kili iki farkl€

(yeti„kin) birey ise, bu ƒ‚ profil anne-teyze-çocuk; anne-day€-çocuk veya teyze-day€-çocuk

olabilir.

M6‰dan al€nm€„ 17 kemik …rne•inden M6-FD1 ve M6-FD12, 16162G; M6-FD6,

M6-FD13 ve M6-FD17, 16189C; M6FD8 ve M6-FD16 ise 16172C mutasyonlar€na

sahiptir. Farkl€ …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 de•ildir,

‚ƒnkƒ incelenen kemik par‚alar€ayn€ bireylere ait olabilir. M6-FD1 ve M6-FD12, yüzey

rengi, hasars€z-pƒrƒzsƒz d€„ g…rƒnƒ„ƒ, …rne•in korunma kalitesi ve iyi durumda olmas€

a‚€s€ndan benzerdir. Bu bilgiler, iki kemik …rne•inin ayn€ olabilme ihtimalini

kuvvetlendirmektedir. Ancak tam bir uyu„ma da s…z konusu de•ildir. M6-FD6, M6-FD13

ve M6-FD17, farkl€ distal u‚lara sahip olup, 6 ve 13‰te bulunmayan kondil, 17‰de

mevcuttur. Bu veriler s…z konusu ƒ‚ …rne•in ayn€ olmad€•€n€ g…sterdi•inden, ayn€ anne

soyundan bireyler olma olas€l€•€ artmaktad€r. M6-FD8 ve M6-FD16 ise, iki sa• femur olup

ayn€ bireye ait olamayaca•€ kesinle„mektedir ki, bu da iki …rne•in ayn€ anne soyundan

olabilece•ini g…sterir.

M2 ve M6 mezarlar€ndan elde edilen kemiklerin mtDNA HVRI16147› 16294

b…lgesi a‚€s€ndan analiz sonu‚lar€ birbiriyle k€yasland€•€nda, 16172C mutasyonu M2‰den 1

ve 14‰te, M6‰dan 8 ve 16‰da g…rƒlmƒ„tƒr. †ki farkl€ mezardaki bu bireyler aras€nda anne

soyundan bir akrabal€k ba•€ var olabilir.

Tƒm bu muhtemel sonu‚lar, Yoncatepe arkeologlar€n€n hipotezlerini bƒyük
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olas€l€kla desteklemektedir. Yoncatepe toplumunun …lƒ g…mme gelene•i olarak, bir mezar

dolduktan sonra, …lƒlerin di•er mezara konulmaya ba„lanmas€; bir ailenin farkl€

zamanlarda …len bireylerinin farkl€ mezarlarda olmas€ anlam€na gelir. Benzer „ekildeayn€

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

Mutasyonlar„n haplogrup d…zeyindede‡erlendirmesi

Mitokondriyal DNA haplogrup ‚al€„malar€, farkl€ say€da canl€ bireyden elde edilen

a•€z i‚i epitel, kan veya sa‚ ile ger‚ekle„tirildi•i 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 (özellikle modern DNA kontaminasyonu) olas€l€•€ yƒksektir, ayr€ca

degradasyondan dolay€ mutasyonlar€n belirlenmesinde zorluklar ortaya ‚€kar. Bu sebeple

tarih …ncesi …rneklerde haplogrup analizlerinin gƒvenilirlikle yap€lmas€ zordur ve teknik

olarak zaman al€c€,zahmetli olmakla birlikte yanl€„ sonu‚lar vermesi mƒmkƒndƒr.

Bununla birlikte, farkl€ noktalarda mutasyonlar€n bir arada g…rƒlmesinin farkl€ gruplara

i„aret edebilece•i, bunlar€n en yak€n kesinlikle belirlenmesinde tƒm ileri de•i„ken b…lgenin

analiz edilmesi ve tespit edilen SNP‰lerin bir arada de•erlendirilmesi gerekti•i de g…z

…nƒnde bulundurulmal€d€r. Bu ‚al€„mada haplogrup tespiti ama‚lanmamaktad€r. Sadece

incelenen …rneklerin analiz edilen mtDNA b…lgelerinde var olmas€ muhtemel baz

de•i„ikliklerinin haplogruplar a‚€s€ndan genel anlamda bir de•erlendirilmesi sunulmu„tur:

M2-FD3, M2-FD16, M2-FD19, M6-FD3, M6-FD15 gibi örneklere ait dizinlerde

hasarlar ve mutasyon olabilecek de•i„iklikler ile birlikte hi‚bir de•i„iklik i‚ermeyen, CRS

ile uygunluk gösterendizinler g…rƒlmƒ„tƒr. CRS dizini, Avrupapopülasyonu i‚in yayg€n
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bir tiptir (Torroni et al.,1996). Fernandez ve meslekta„lar€ (2006), †spanya‰n€n ‚e„itli

arkeolojik bölgelerinde otuz dokuzkemik ve di„ …rne•i ile yapt€klar€ ‚al€„mada, bir‚ok

…rne•in ortak Avrupa motifiolanCRS dizini g…sterdi•ini 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 gƒcƒ bu sebeple dƒ„ƒk kalmaktad€r ve

benzer haplogruplar i‚inde idantifikasyon amac€yla kodlayan b…lge SNP‰lerinin

kullan€lmas€ …nerilir (Pereiraet al.,2006).

ˆal€„mada incelenen mtDNA HVRI b…lgesi i‚inde (16147› 16294) belirlenen baz

de•i„ikliklerine (16162G, 16172C,16183G, 16261T) genel olarak bak€ld€•€nda, H

haplogrubunu temsil ettikleri g…rƒlƒr. Ayr€ca referans dizin olan CRS de H haplogrubuna

aittir. Bu durumda, …rneklerin H haplogrubuna ait oldu•u s…ylenebilir. Kontaminasyon

a‚€s€ndan incelenirse, kaz€ s€ras€nda veya laboratuvar a„amas€nda bula„maya sebep olan

bireylerin deyayg€nH haplogrubunu göstermesi muhtemeldir.

Polimorfizmlerden 16189C ve 16256T ise U haplogrubuna özgüdür. Bu

haplogrubun Avrupa‰da nadir g…rƒldƒ•ƒ bilinmektedir (Tambetset al.,2000; Mergenet

al., 2004).

Mezar2‰ye ait 1, 4, 13, 14, 17 ve 18‰de; Mezar6‰ya ait3, 14 ve 17‰de baz€

dizinlerde 16223T de•i„imi g…rƒlmƒ„tƒr. Ayn€ …rne•in ‚ok say€da dizininde g…rƒldƒ•ƒnde

…rne•e ait bir mutasyon, az say€da tespit edildi•inde ise kontaminasyon veya hasar olarak

de•erlendirilmi„tir. M haplogrubunu yans€tan 16223T de•i„imi, Asya‰da yayg€n olarak

görülmektedir (Calafellet al.,1996; Richardset al.,1996). ˆal€„ma materyalinde

belirlenen 16223T polimorfizmi, …rneklerin M haplogrubuna ait olma olas€l€•€ ile birlikte

muhtemel bir modern DNA kontaminasyonu anlam€na da gelebilir.
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BÖLÜM VI

SONUÇ

Farkl€ bilimsel alanlardaki geni„ uygulama ‚e„itleri, biyoarkeolojik …rneklerden

DNA analizlerinin 1990‰larda ara„t€rma oda•€ olmaktan, ‚e„itli bilim dallar€na bilgiler

sunan bir ara„t€rma arac€haline gelerek ilerledi•ini g…stermektedir. Arkeolojik iskelet

kal€nt€lar€ i‚in ba„ar€yla uygulabilenaDNA analiz y…ntemleri, dƒ„ƒk kopya say€s€na sahip

veya degrade durumda olan adli örneklerin incelenmesindebir yol gösterici olarak

kullan€labilir. Bu sebeple adli bilimlerin molekƒler antropoloji ile i„birli•i, disiplinler aras€

‚al€„malar€ tercih eden bilimsel dƒnyas€nda …nem kazanmaktad€r.

Arkeolojik kaz€ ‚al€„malar€ndan elde edilen …rneklerin molekƒler incelemelere tabi

tutulmas€ arkeolojik verilere katk€ sa•lar. Yap€labilecek olas€ molekƒler genetik

‚al€„malarda ba„ar€ya ula„mak ad€namateryalindo•ru toplanmas€ ve uygun ko„ullarda

saklanmas€ olduk‚a …nemlidir.Bu sebeple arkeologlar ve paleontologlar içinDNA

‚al€„malar€n€ g…z …nƒnde bulundurarak do•ru ko„ullarda …rnek toplama ve saklama

konular€ndaöneriler geli„tirilmesi gerekti•i a‚€kt€r. Kaz€ s€ras€nda molekƒler analizler i‚in

al€nacak bir miktar …rne•in so•uk ko„ullarda saklanarak, en k€sa zamanda ‚al€„€lacak

laboratuara ula„t€r€lmas€ yeterli olacakt€r. –rneklerin al€nmas€nda ve saklanmas€nda dikkat

edilmesi gereken hususlar hakk€nda ayr€nt€l€ bilgi sahibi olan kaz€ ba„kanlar€, yƒrƒttƒkleri

‚al€„malarda bu konudaki dƒzeni ve kontrolƒ sa•layabildiklerinde, laboratuarda do•ru ve

net bilgiler elde edilebilir.

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 gƒvenilir veriler elde etmek i‚in mtDNA
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ƒzerinde daha fazla b…lgenin ‚al€„€lmas€ gereklidir. Her ne kadar ‚al€„mada kontaminasyon

a‚€s€ndan maksimum …nlem al€nm€„ olsa da, ilk kez yap€lan bu analizlere ba•l€ kalmamak

…nemlidir. Analizler …ncelikle ara„t€rmac€ taraf€ndan tekrar edilmeli, daha sonra bir d€„

laboratuvar taraf€ndan ger‚ekle„tirilmelidir.

ˆal€„mada kemik …rneklerinden elde edilerek incelenen 147 baz çiftlik (16147›

16294) mtDNA HVRI‰de g…rƒlen ba„ar€, ileriki ara„t€rmalar€n geli„tirilmesi i‚in umut

vericidir. B…ylece hem HVRI‰deki bu b…lge, hem de HVRII i‚in birbiriyle ‚ak€„an farkl€

b…lgeler benzer „ekilde analizedilebilecektir.
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EK I

Mitokondriyal DNA HVRI 16147 • 16294 baz ˆifti aras„ndakiCRSdizini

LOCUS NC_012920              16569 bp mtDNA circular  PRI 8-JUL-2009

DEFINITION: Homo sapiensmitochondrion, complete genome.

ACCESSION AC_000021

VERSION AC_000021.2  GI:115315570

PROJECT GenomeProject:30353

SOURCE mitochondrionHomo sapiens(human)

ORGANISM Homo sapiens

1 gatcacaggt ctatcaccct attaaccact cacgggagct ctccatgcat ttggtatttt

¥

16141 acttgaCcac ctgtagtaca taaaaaccca atccacatca aaaccccctc cccatgctta

16201caagcaagta cagcaatcaa ccctcaacta tcacacatca actgcaactc caaagccacc

16261cctcacccac taggatacca acaaacctac ccaCccttaa cagtacatag tacataaagc

¥

16561 atcacgatg.

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

TOPO TA CloningŽ Kit (Invitrogen, CA) iˆinde yer alan ve ˆal„†mada
kullan„lan klonlama vektörünün (pCR®2.1-TOPOŽ) gen haritas„
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EK III

Çal„†mada Kullan„lanKimyasal Maddeler ve Ticari Kitler

Agaroz BIOMATIK

Ampisilin BIOMATIK

Borik asit BIOMATIK

Etilen Diamin Tetra Asetik asit(EDTA) BIOMATIK

†zopropil-£-D-tiyo-galaktosid(IPTG) BIOMATIK

Lambda DNA BIOMATIK

Luria-Bertaniagar BIOMATIK

Proteinaz K BIOMATIK

PstI BIOMATIK

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) BIOMATIK

Trisbaz BIOMATIK

X-Gal BIOMATIK

10X Taq Buffer +(NH4)2SO4 -MgCl2 FERMENTAS

BSA 100X(10mg/mL) FERMENTAS

dNTP Set (25µmol, 100mM) FERMENTAS

MgCl2 (25mM) FERMENTAS

Taq DNA polimeraz-rekombinant(5 u/µl) FERMENTAS

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN

QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN

TOPO TA Cloning® Kit (with pCR®2.1-TOPO® vector) INVITROGEN

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit APPLIEDBIOSYSTEMS
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