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Ozet

Molekiiler biyoloji ile korelasyon igerisinde gelisen molekiiler antropoloji alt
disiplini, modern insanin tarih oncesi yolculuguna 1sik tutmaktadir. 1900°1i yillarda
baslayan molekiiler antropoloji caligmalar1 2003 yilinda insan genom projesinin
tamamlanmasiyla birlikte olduk¢a yaygin ve Onemli bir calisma alani1 haline
gelmistir. Molekiiler antropolojinin ¢alisma materyalini 6zellikle 1985’den itibaren
(Polymerase Chain Reaction) PCR’in kesfiyle birlikte DNA, mitokondriyal DNA
(mtDNA) ve Y kromozomu molekiilleri olusturmaktadir. Bu alanda yapilan
calismalar, genel olarak antik DNA (aDNA) calismalar1 olarak adlandirilmaktadir.
Calismalarda kullanilan molekiillerin elde edilmesinde de yine molekiiler biyolojik
yontem ve metotlar kullanilmaktadir. Ancak eski materyallerden DNA elde etmenin
bir¢ok zorlugu bulunmakla birlikte bu zorluklardan en 6nemlisini “’kontaminasyon’’
problemi olusturmaktadir. 1980’lerin ortalarindan itibaren bu alanda karsilasilan
problemlerin giderilmesi i¢in bir¢ok ¢alisma yayimlanmistir. Bu tez ¢alismasinda da
molekiiler antropolojinin kronolojik gelisimi ile birlikte bu alanda kullanilan DNA
molekiillerini elde etmek icin gelistirilen yontem ve teknikler ile basta
kontaminasyon olmak {izere, bu c¢alismalarda karsilagilan  problemler
incelenmektedir.

Anahtar kelimeler: Molekiiler Antropoloji, aDNA, Kontaminasyon



Abstract

Sub-discipline of molecular anthropology developed in correlation with
molecular biology, sheds light on prehistoric journey the modern human. Molecular
anthropology studies began in 1900s, and it is quite common and has become a major
area of work with the completion of the human genome project in 2003. Since 1985,
molecular anthropology’s study material especially consist of (Polymerase Chain
Reaction) PCR’s with discovery of DNA, mitocondrial DNA (mtDNA) and Y
chromosome molecules. In general, studies in this area is called ancient DNA
(aDNA) work. Molecular biological methods used to obtain again in the studies of
molecules methods. However, there are many challenges to obtain DNA from old
materials, and the most important of these challenges is the problem of
‘contamination’. Since middle of the 1980s, many studies have been published to
overcome the problems which are face in this area. In this thesis, the chronological
development of molecular anthropology with DNA molecules that used in this field
to succeed with developed methods and techniques, in particularly, contamination,
the encountered problems analyzed in these studies.

Key words: Molecular Anthropology, aDNA, Contamination
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Giris

Molekiiler antropoloji biliminin 1950’lerden itibaren sekillenmesiyle birlikte
bu alanda kullanilacak yontem ve tekniklerde, uygulama alanlarina gore belirmeye
baslamistir. Genetik bilimi alaninda gelistirilen yontemlerle paralel bir gelisim
izleyen bu yontemler giinlimiizde teknolojinin de gelismesiyle birlikte ¢ok dnemli bir
noktaya tasmmistir. Insanm evrim ve gd¢ yollarin, soy ve akrabalik iliskilerinin,
cinsiyet tayinlerinin, hastaliklarin kokeni ve yayiliminin, soyu tiikenmis canlilarin
biyolojik Ozelliklerinin ve tarih Oncesi yasam ¢evrelerinin ve sartlarinin
belirlenmesinde 6nemli bir ara¢ olarak kullanilan antik DNA calismalar1 molekiiler
antropolojinin &nemli bir parcasini olusturmaktadir. Ozellikle yiiksek teknolojik
donanimlarin ve genis alan bilgisinin gerekli oldugu antik DNA ¢alismalari bir biri
ile iligkili bir¢ok farkli safhadan olugmaktadir. Bu sathalar en genel hatlariyla antik
kalintinin topraktan ¢ikartilmasi, antik érnekten DNA elde edilmesi, elde edilen bu
DNA’nin ¢ogaltilmast ve dizilimidir. Her bir sathanin kendine 6zgii zorluklar
olmakla beraber bir antik DNA ¢alismasinin biitiin stirecleri boyunca karsilasilan en
biiylik sorun kontaminasyon olarak adlandirilan DNA’nin 6zgiin olmamasi yani
giincel DNA verileriyle kirlenmesidir. Bu sorunun ortadan kaldirilmasi i¢in kazi
alanindan baslanip en son DNA’nin dizilimine kadar gecen safthalarda uygulanacak
kriterler ve calismalarda kullanilan ara¢ ve geregler ile ¢alismalarin yapildigi
laboratuarlarin 6zellikleri detayli bir sekilde bu alandaki arastirmacilar tarafindan
“’kontaminasyon onlemleri’’ adi1 altinda belirtilmistir.

Bu ¢alismada literatiir taramas1 yontemiyle, antik DNA caligmalarinin 6nemi,
uygulama alanlar1 ve bu ¢aligmalarda kullanilan yontemler ile kontaminasyon sorunu

ve bu sorunun ortadan kaldirilmasi igin alinmasi gereken 6nlemler incelenmistir.



BOLUM I
1. TARIHCE
1.1. MOLEKULER ANTROPOLOJININ TARIHCESI

Modern insanin ortaya ¢ikisi ve goc yollar1 gegmisten giiniimiize biiyiik
merak konusu olmustur. Bu konunun aydinlatilmasi i¢in antropologlar Afrika’nin
savanalarinda tiim zor kosullara ragmen kazi c¢aligmalarimi siirdiirmektedirler. Bu
arastirmacilarin bulduklar fosiller, iskeletler ve arkeolojik veriler bize atalarimizla
ilgili en 6nemli ipuglarin1 vermekte ve bu iic veri kaynagi 1980’li yillara kadar
insanin go¢ yollariyla ilgili ortaya atilan biitlin fikirlerin temelini olusturmaktaydi.
Fakat bazi cevreler bilingli ve Onyargili olarak kazilarda elde edilen fosil ve
iskeletlere dayanilarak ortaya atilan bu fikirlerin saglikli olamayacagini her defasinda
dile getirmislerdir. Bu nedenle antropologlarin insan evrimi ve bu evrimlesme
siirecindeki go¢ yollar1 lizerindeki hipotezleri her defasinda bilim diinyasinda
tartisma yaratmistir. Giinlimiizde molekiiler genetik bilimindeki miithis ilerlemeler
sayesinde atalarimizin izi, ge¢misten giiniimiize daha giivenilir bir sekilde
izlenmektedir ( Giileg, 2009).

1900°’li yillarda baslayan bu genetik calismalarda, 1953 yilinda James
Watson ve Francis Crick tarafindan kesfedilen DNA’nin ¢ift sarmalli yapist ve
1985’te Kary B. Mullis tarafindan kesfedilen PCR yontemi, molekiiler genetik
biliminin gelecegi agisindan ¢ok biiyiik doniim noktalar1 olmustur.

Genetik  bulgular ge¢miste antropologlarin ileri siirdiikleri  fikirleri
dogrulamakla birlikte, ayn1 zamanda bize yeni ipuclart da saglamaktadir. Bu
gelismelere paralel olarak ilerleyen molekiiler antropoloji bilimi de insanlik tarihiyle

ilgili cevapsiz kalan bircok soruya; fosil kayitlar, iskeletler ve arkeolojik verilerle



birlikte cevap aramaya ve bilinmeyenleri aydinlatmaya devam etmektedir.
Antropologlar bu ¢alismalar 1s18inda farkli topluluklara ait mtDNA ve Y
kromozomlarini karsilastirarak gogler sirasinda bu topluluklarin yollarinin nerede ve
ne zaman ayrildigir konusunda gorece fikir sahibi olabiliyor ( Giileg, 2009).

Molekiiler antropoloji, bir disiplin olarak 1962 yilinda kabul edilmesine
ragmen bu alanin gelismesine neden olan ve paleoantropolojinin insan evrimi
caligmalarina yeni anlayislar getirmesini saglayan tarihsel doniistimii, yaklasik olarak
1950’1 yillarin baslarinda gerceklesmistir. 1950 yilinda gerceklesen bu tarihsel
doniislimiin mekani ABD’de New York eyaletinde Cold Spring Harbor
Laboratuarinda diizenlenen ve 9 giin siiren “Origin and Evolution of Man (Insanin
Evrimi ve Kokeni)” temali sempozyum ve bu degisimin mimarlari da tiim
katilimcilarin katkisinin yani sira biyolog Dobzhansky ile antropolog Sherwood
Washburn olmustur. Diinyanin en ileri gelen antropologlarimin katildigi bu
sempozyuma, lilkemiz adina da 6nemli bir isim olan Muzaffer Siileyman Senyiirek’te
katilmistir. Bu sempozyumun antropologlar i¢cin 6nemi, Dobzhansky, Mayr,
Simpson, Haldane, Stewart, Schultz ve Howells’in katkilar1 ile modern sentezi, yani
Mendel ve popiilasyon genetigini 6grenmeleri olmustur. Ernst Mayr’da 1950 Cold
Spring Harbor sempozyumunda 6nemli bir rol iistlenmis ve bu sempozyumu, modern
evrimsel sentezin insan evrimi g¢aligmalarina entegre edildigi bir doniim noktasi
olarak degerlendirmistir.

Fiziksel antropolojinin (Paleoantropoloji) gelismesini ve bu alandaki yeni
gelismelerle birlikte yaklasik olarak on yil sonra ortaya c¢ikacak olan molekiiler
antropolojinin dogmasini saglayacak olan kirilma noktas1 fizik antropolojide

uygulanan yontem ve metotlarin yetersiz oldugunu belirten Simpson ve



Dobzhansky’nin, ortak bir kararla antropologlarin popiilasyon diizeyinde evrimsel
iliskileri anlamakta ve yorumlamakta sorunlar yasadigini ve ayrica yeni tiir isimlerini
sistematik ve taksonominin isimlendirme kurallarina uymadan verdiklerini
belirtmeleriyle olmustur. 1800’lii yillarin sonlart ve 1900’lii yillarin neredeyse
ortalarina kadar antropologlar bulduklar1 her yeni fosil buluntuya yeni bir tiir ismi
vermislerdir. Dobzhansky, belirli bir zaman diliminde birden fazla hominid tiiriiniin
ayni anda var olamayacagini belirtmistir. Ciinkii evrimsel degisimin birey diizeyinde
degil popiilasyon diizeyinde anlasilabilecegini ileri siirerek, tek bireye ait hominid
fosillerinin farkli popiilasyonlar arasi evrimsel iliskileri ¢bzemeyecegini ve zira
poplilasyonlar arast morfolojik varyasyonlarin anlasilabilmesi i¢in daha fazla
buluntuya ihtiya¢ oldugunu belirtmistir. Bu nedenle her yeni kesfe yeni bir tiir ismi
vermeyi sakincali bulmustur. Ayrica bir anatomist olan Adolph Schultz’un
kuyruksuz biiyiik maymunlarin tiir i¢ci morfolojik varyasyonun derecesini anlamak
icin yaptigr c¢alisma sonucunda, tir i¢i varyasyonun popiilasyonlar arasi
varyasyondan daha biiyiik oldugunu anlamistir. Bu nedenle Dobzhansky de Mayr’in
Onerisini takip ederek antropologlara, iki farkli popiilasyonu salt bir bireyin
morfolojik 6zelliklerini tanimlayarak ayiramayacaklarini anlatmistir ( Kaya, 2012 ).
George Gaylord Simpson ABD’de New York eyaletinde Cold Spring Harbor
Laboratuarinda diizenlenen sempozyumda insan evrimi c¢aligmalar1 konusunda
uzmanlasmis  dinleyicilere modern  sistematigin  prensiplerini  Ogreterek,
antropologlart kaba antropometrik Ol¢limlere dayali cinsiyet ve yaslandirma
yontemleri kullanarak, tiirler arasindaki morfolojik farkliliklar1 belirlemeye
calistiklart icin elestirmistir. Mayr, Dobzhansky ve Simpson antropologlarin; modern

evrimsel sentezi, biyolojik tiir konseptini ve taksonomik tiir isimlendirme kurallarini



kabul etmelerini ve calismalarinda kullanmalarinin 6neminin altin1 ¢izerek,
paleoantropoloji biliminin, modern evrimsel sentezin c¢atisi altinda calismalarini
siirdiirmesi  gerektigini belirtmislerdir. 1953 yilinda Sherwood Washburn bu
gelismeleri bir makale igerisinde toparlamis ve “New Physical Anthropology (Yeni
Fiziksel Antropoloji)” bashigi altinda bu disiplini yeniden kimliklendirerek
tanitmistir. Washburn manifestosunda Modern Sentez dncesi eski fiziksel antropoloji
ve Modern Sentez sonrasi yeni fiziksel antropoloji g¢alismalarini Tablo 1°de
gosterildigi gibi karsilastirmigtir ( Kaya, 2012 ).

Tablo 1: Modern Sentez Oncesi ve Sonrasi Fiziksel Antropoloji

1950 Modern Sentez Oncesi 1950 Modern Sentez Sonrasi Yeni
Eski Fiziksel Antropoloji Fiziksel Antropoloji

Smiflandirma sadece ¢aligmanin kii¢iik
bir pargasi, dnemli olan nedenleri,
Amag Farkliliklarin basit tanimiu. stiregleri, degisimleri ve goriiniimleri
fonksiyonel ve ¢ok yonlii baglamda
anlayabilmek i¢in gerekli ve dogru
bilimsel sorulara sahip olabilmek.
Kuram ¢ok 6nemli, ¢ilinkii bilimsel
degisimin siirekliligini yansitiyor ve en
onemlisi deneyler ve analizler ile
Kuram Gorece az ve dnemsiz. smanan hipotezin bir kuram igerisinde
sunulabilmesi ya da o alanda mevcut
bilimsel paradigmaya kuramsal katki
yapmasi o ¢aligmanin kalitesini

yansitiyor.
Smiflandirma amagli basit Arastirmacinin ¢aligmasini disiplinler
morfometrik 6lgiimlere ve kaba arasi ¢ok yonlii ve gesitli analizler ile
Metot tipolojik karsilastirmalara dayali desteklemis olmas1 beklenir.
analizler ile ilerleyen ve agirlikli Antropometrik 6l¢iim ¢aligmanin ana
olarak (%80) antropometrinin metodu degil sadece % 20’si olabilir.

kullanildig1 yontem.

Calismanin omurgasini olusturan
hipotezin gergekligi ve dogrulugunun
Yorum Spekiilasyon. kanitlarin ¢ok yonlii analizler ile

simandigi tartigma ve devaminda
arastirmacinin ilgili konuda sonuca
ulagan yorumu.

1950 yilina kadar biyolojik antropolojinin kullandig1 yontem ve tekniklerin

olduk¢a smirli oldugunu belirten Sherwood Washburn ve arkadaslari, bu tarihte



“’Yeni Fiziksel Antropoloji’’nin tanimini yeniden yaparak, biyolojik antropolojinin
multidisipliner bir ¢alisma alani oldugunu ve biyolojik antropoloji ile etkilesim
icinde olan her bir disiplinin de birden ¢ok yontem ve analiz teknigi kullandigim
belirterek antropolojinin de bu yontem ve teknikleri kullanmasi gerektigini dile
getirmislerdir ( Kaya, 2012).

Biyolojide kullanilan yontem ve tekniklerin ( modern evrimsel sentez,
sistematik ve taksonomi prensiplerinin gerektirdigi yontemler) fizik antropolojide
uygulanmasiyla birlikte de yeni bir disiplin olan molekiiler antropoloji bilimi ortaya
cikmustir.

Molekiiler antropoloji terimi 1962°de Wenner Gren Vakfi’nca antropolojik
bir arastirmayla ilgili olarak Avusturya’da Burg Wartenstein’de diizenlenen bir
toplantida, Kaliforniya, Linus Pauling Enstitlisii’'nden Emile Zuckerkandl tarafindan
Onerilmistir. Zuckerkandl, Pauling’inde katkisiyla, genetik benzerliklere ve
farkliliklara dayanarak tiirler arasi filogenetik iliskileri izlemeye yonelik bir yontem
gelistirmistir. < Smiflandirma ve Insanin Evrimi>> konulu toplantida Zuckerkandl,
evrimsel iligkiler baglaminda genetik molekiillerinde geleneksel anatomik yontemler
kadar, hatta kimi olaylarda onlardan daha da aydinlatici olabilecegini 1srarla
savunmustur. George Gaylord Simpson, Ernst Mayr, Theodosius Dobzhansky, Louis
Leakey, Sherwood Washburn gibi {inlii antropologlarin hepsi bu toplantiya
katilmiglardir ( Lewin, 2000 ).

Molekiiler antropoloji her ne kadar bir disiplin olarak 1962 de kabul edilmis
olsa da bu alanla ilgili ¢galigmalar 1900°lii yilara kadar gitmektedir. 1900’lerde kimya
profesorii George Henry Nuttal, Alman biyolog Paul Ehrlich ile ortaklasa yiiriittiigii

bir ¢alismada, tlirler arasindaki genetik iligkilerin incelenmesine yonelik, bagisikliga



dayali bir yontem gelistirmistir. Bu calismasinda, incelenen tiirlerin kanlarinin bir
dizi antiseruma tepkisini karsilastirmis ve sonug olarak, birbiriyle yakin akraba olan
tiirlerin ayn1 antiseruma benzer bigimde tepki gostermeleri gerektigini belirtmistir.
Insanlar1 da kapsamak iizere, yaptig1 bir dizi deneyde belirli primatlar1 incelemistir.
28 Kasim 1901 de Londra Universitesi Tropikal Tip béliimii’nde verdigi konferansta,
¢ Eger kanin tepkime derecesini Anthropoidler arasindaki akrabalik derecesinin bir
gostergesi sayarsak, Eskidiinya insansi maymunlarinin insana, Yenidiinya insansi
maymunlarindan daha yakin oldugunu goriiriiz ki bu, Darwin’in kuramina tipatip
uyar’’ demistir. Nuttal’in bu ¢alismasindan sonra 1962°de molekiiler antropoloji ile
ilgili calismalar Morris Goodman tarafindan gelistirilerek devam ettirilmistir.
Goodman’nin  kalitim materyalinin 6ziine ¢ok yaklasan serum proteinlerini
karsilagtirarak elde ettigi sonuclarla birlikte molekiiler antropoloji bilimi gergek
anlamiyla dogmustur. Boylelikle insanin en yakin atasi konusunda antropologlar
arasinda coktandir sliregelen sempanze mi yoksa goril mi tartismalari da boylece
acikliga kavusmustur. Goodman, insanin atasinin sempanze olmadigini, insanin yani
sira sempanze ve gorillerinde ortak atasinin, degisik bir tiir kuyruksuz insansi
maymun oldugunu ortaya koymustur. Goodman insans1 maymunlarla insanlardan
aliman kan Orneklerindeki protein albliminlerine antikor yanitinin giiciine dayali
yetkin bir smmama yontemi kullanimimna dayanarak, insanin soyagaci bi¢imini
kestirebilmisse de, evrimsel olaylarin zamanini gdsteren bir takvim gelistirememistir
( Lewin, 2000 ).

Y1l 1967, Vincent Sarich ile Allan Wilson mutasyonlarin birikiminin diizenli
ve kararli bir hizla ger¢ceklesmesi esasindan yola cikarak ‘’Molekiiler Saat’’ fikrini

gelistirmigler ve molekiiler saati; insan, insans1 maymun iliskisine uyarlamiglardir.



Molekiiler saat, mutasyonlarin DNA’da belirli zamanlarda gergeklestigini ve
biriktigini kabul ederek, bu birikmenin milyonlarca yil devam edebilecegini
savunmaktadir. DNA'nin bir pargasinin molekiiler bir saat gibi davrandigi boyle
durumlarda, soylarin birbirinden ayrildiklar1 zaman1 tahmin etmek ¢ok gii¢lii bir arag
haline gelmektedir. Iki biyokimyac1 insanla insanst maymunlarin, zamanin
antropologlarinca ileri siiriildiigii gibi, 15 milyon yil ya da daha fazla bir zaman 6nce
degil de 5 milyon yil dnce ayristiklarm ileri siirdiikleri “’Insanin Evrimine Iliskin
Bagisikliksal Zaman Gostergesi’” baglikli bildirilerini Science’de yayimladiklarinda,
kendilerine yoneltilen elestirilerden biri, mutasyon birikimi baglaminda sabit bir hiz
varsaymis olduklar1 saviydi. Sarich ve Wilson’un ileri siirdiigli tarih, on bes yila
yakin bir siire antropologlarca kabul gérmemistir. Ancak zamanla, bu tarihin
dogrulugunu sinamaya yonelik yeni genetik yontemler gelistirilmis ve sonug olarak
kullanilan yeni yontemler de molekiiler saatin ¢alistifini, insan ile insansi
maymunlarin atalarinin bir birinden ayrilma tarihinin 7,5 milyon yil énce oldugunu
ortaya koymustur. Bu tarih fosil kayitlarla da 6rtiismektedir ( Lewin, 2000 ).

1987 yilinda Allan Wilson, meslektaslar1 Rebecca Cann ve Mark Stoneking
Ocak Nature dergisinde ¢° Mitokondriyal DNA ve Insanin Evrimi>’ baslikli bir
inceleme yayinlamiglardir. Bu biyokimyacilara gore, yasayan tiim insanlarin genetik
ozelliklerinin bir kismi, yaklagik 200 bin yil 6nce Afrika da yasamis bir disi bireye
dek izlenebilmekteydi. Boylece, bugiinkii insanin kokenlerine iliskin tartigmalarda
o6nemli bir yer tutan mitokondriyal DNA (mtDNA) diger adiyla da ‘’Mitokondriyal
Havva’’ dogmustur ( Lewin, 2000 ).

Mitokondriyal DNA’nin bundan yaklasik 200 bin y1l 6nce yasamis olan bir

disi ataya kadar izlenmesi biitiin dikkatleri tizerine ¢ekmisti. Bu ¢alisma 121°1 Afrika



kokenli olmak iizere toplamda 189 degisik cografik kokenli insanin mtDNA’s1
incelenerek yapilmistir. Sonug¢ itibariyle biitiin insanlarin anneden kalitilan
mtDNA’lar yaklasik olarak 166 ile 249 bin yi1l 6nce Afrika’da yasamis bir anneye
kadar izlenebiliyordu. Bu da modern insanin Afrika kokenli oldugu hipotezini
desteklemistir ( Vigiland ve ark.,1991).

Tablo 2 : Molekiiler Biyolojide Yillara Gore Onemli Calismalar

Tirler arasindaki genetik iligkilerin

1900 incelenmesine yonelik, bagisikliga dayali bir
George Henry Nuttal ve Paul yontem gelistirerek Eskidiinya insansi
Ehrlich Maymunlarinin insana, Yenidiinya insansi
Maymunlarindan daha yakin oldugunu
gostermislerdir.
1919 L. Hirszfeld ve H. Hirszfeld Insan kan gruplarmin Mendel’in kalitim

kanunlaria uygunlugunu ve kan gruplarinin
genetik karakterlerini incelemislerdir.

1945 Charles Davenport Popiilasyonlarda genetik farkliliklardan
kaynaklanan diyet farkliliklar1 ve hareket
Oriintiisiine bakmustir.

1949 J.B.S. Haldene Orak hiicreli aneminin sitma ile iligkisini
cografi Oriintiiler ¢ergevesinde ilk kez
aciklamustir.
1953 K. Singer Afrika’da orak hiicreli anemin muhtemel lokus

kokenini aragtirmustir.

“Insan Kan Gruplarinin Dagilim1” baslikli, kan
1954 A.E. Mourant gruplarinin dil ve genetik tarihiyle iliskisine
baktig1 ve gen frekans verilerinin ilk kez
prehistoryay1 yazmakta kullanilan
arastirmasidir.

1960 L. Pauling ve E. Zuckerandl Farkl tiirlerdeki es proteinlerde amino asit
sekanslarini karsilagtirmiglardir.

Insanin atasinin sempanze olmadigini, insanin

1962 Morris Goodman yani sira sempanze ve gorillerinde ortak

atasinin, degisik bir tiir kuyruksuz insansi
maymun oldugunu ortaya koymustur.

1963 Cavalli-Sforza ve Edwards Yasayan niifuslardan alinan &rneklerle klasik
genetik veriler sayesinde insan evriminin
yeniden canlandirmaya dair ilk aragtirmadir.




Tablo 2’nin Devami

“’Molekiiler Saat’’ fikrini gelistirerek insan ile
1967 Vincent Sarich ve Allan Wilson insans1 maymunlarin atalarinin bir birinden
ayrilma tarihinin 7,5 milyon yil oldugunu ortaya
koymuslardir.
1971 L. L. Cavalli-Sforza ve A. W. F. flk kez genetik verilerin bir arkeolojik sorunda
Edwards uygulanmasina dair, Avrupa’nin genetik tarihini
aciklamaya ¢aligmiglardir.
1973 L.L. Cavalli-Sforza ve arkeolog Niifus yayilimi ve ilerleme dalgasi ile ilgili
A.J. Ammerman calismislardir.
Cambridge Reference Sequence (CRS) olarak da
1981 S. Anderson ve arkadaslari ifade edilecek, sekanslarin rakamsal olarak ifade
edildigi bir sistem gelistirmislerdir.
140 yillik, soyu titkkenmis quagga derisinden
1984 Higuchi ve Wilson aldiklar1 6rnekten DNA izole edebilmeleri
miimkiin olmustur.
Misir’da 23 farkli mumyadan alinan 6rnek
1985 Svante Paabo arasindan birinde antik DNA ve bir Neanderthal
tiiriine ait mitokondriyal DNA’nin 380 baz ¢ifti
elde edilmistir.
1987 Allan Wilson, meslektaslari *> Mitokondriyal DNA ve Insanin Evrimi’’ isimli
Rebecca Cann ve Mark caligmalariyla Homo sapienslerin yaklasik olarak
Stoneking bundan 200 bin y1l 6nce Afrika’da ortaya
c¢iktiklarini gostermislerdir.
1988 Wilson ve Paabo’nun iginde PCR teknigi ile 7000 yillik bir beyin 6rneginden
bulundugu bir ekip aDNA elde edilmistir.
2000 Peter Underhill ve Peter Oefner | Y-kromozomlarim ilk kez aDNA ¢alismalarinda
kullanmiglardir.

Molekiiler biyolojinin gelismesiyle birlikte modern DNA ve ozellikle
mtDNA, insan atalarinin go¢ yollarimin ve tarith Oncesine ait genetik bilgilerinin
anlasilmasinda giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu genetik ¢aligsmalardan
once elde edilen bilgiler sadece fosil kayitlara ve arkeolojik verilere dayandigindan

yaniltic1 olabiliyordu. Molekiiler genetik biliminin gelismesiyle elde edilen DNA ve
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Ozellikle son on yilda ki mtDNA verilerinin arkeolojik ve paleoklimatolojik verilerle
birlestirilmesi, insan atalarimin tarih 6ncesi gogleri ve niifus dagilimlariyla ilgili
tutarli bilgiler vermektedir ( Forster, 2004 ).

2000 yilindan sonra molekiiler antropolojide aDNA ile ilgili, 6zelliklede
insanin evrimini konu alan ¢alismalar oldukc¢a artmis ve bilim diinyasinin en popiiler
caligmalar1 haline gelmistir.

Antik DNA terimi 6lii bir viicuttan ya da eski iskelet kalintilardan elde edilen
DNA anlamina gelir ve antik DNA ¢aligmalarinin biitilin siireclerini ig¢ine alan genel
bir terimdir ( Rollo, 1999 ). Antik DNA tarihi Higuchi ve ark. tarafindan 1984
yilinda molekiiler klonlama yoluyla, guagga olarak bilinen bir zebra tiiriine ait
(Equus quagga quagga, Giiney Afrika yagsamis ve 19.yy’da yok olmus bir zebra
tiiriidiir) miize 6rneginden DNA’nin elde edilmesi ve dizilenmesiyle baslamistir. Bu
kesif molekiiler biyoloji alaninda bir devrimdi ¢iinkii uzak gegmisteki bir
organizmadan DNA’nin alinabileceginin miimkiin oldugunu gdstermistir. aDNA
alanindaki en ilging basarilarindan biri Svante Paabo ve ekibi tarafindan 1985°de
gerceklestirilen bir Neanderthal tiiriine ait mitokondriyal DNA’nin 380 baz ¢iftinin
elde edilmesiydi. aDNA arastirmalarindaki bu gelismeler yine 1985 yilinda K. Mullis
tarafindan gelistirilen Polymerase Chain Reaction (PCR) kesfiyle biiyiik bir sigrama
yasayacaktir. Bu yontem cok kisa bir siirede 6zel bir DNA dizisinin binlerce hatta
milyonlarca kopyasini tiretebilmektedir ( Gigli, 2011 ).

1985 yilinda PCR’in kesfiyle birlikte aDNA c¢alismalari, daha genis bir
arastirmaci toplulugu i¢in, son yirmi yilda ¢ok yonlii ve erisilebilir bir hale gelmistir.
Antik DNA analizleri arkeolog ve antropologlarin ge¢misi ¢oziimlemek amaciyla

yaptiklar1 ¢caligmalar i¢in yepyeni bir yontem saglamaktadir. Bu ¢aligmalar belli bash
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baz1 arkeolojik ve antropolojik sorulara cevap getirmesi agisindan 6nem kazanmustir.
Bu sorular arasinda insan evrimi ve go¢ yollari, insana 6zgii genetik ve enfeksiyon
hastaliklarinin belirlenmesi, evcillestirilen hayvan ve bitki tiirlerinin tespiti gibi ¢ok
onemli konular yer almaktadir ( Yang ve Watt, 2005 ).

aDNA calismalarindaki son teknolojik gelismeler insanlik tarihi ile ilgili
arastirmalara yeni bir boyut kazandirmistir. Kemik kalintilar ve tas aletlerin
incelenmesinin yani sira atalarimizin DNA’larinin analizlerinin yapilmasi da bugiin
genetik bilimindeki gelismelerle birlikte miimkiin olmustur. Bununla birlikte
genellikle mtDNA’y1 temel alarak gergeklestirilen; quagga, mamut ve magara ayisi
gibi cesitli aDNA calismalari, yok olmus tiirlerin filogenetik iliskilerini ortaya
koymaktadir. Bu ve benzeri diger calismalar son buzul cagdan geriye giderek yok
olmus hayvan tiirlerinin niifus tarihlerinin yeniden olusturulmasinin miimkiin
oldugunu goéstermistir ( Hofreiter ve ark. 2001; Higuchi ve ark., 1984; Gigle, 2011,
Hanni ve ark., 1994 ).
1.2. PCR’IN TANIMI VE TARIHCESI

PCR, genetik materyaller (DNA ve RNA ) lizerinde se¢ilmis, bir veya birden
fazla bolgenin, kimyasal olarak sentezlenmis olan oligoniikleotid primerler ve
saflagtirilarak elde edilmis olan TAq polimeraz enzimleri kullanilarak bir otomatik
thermocycle sistem yardimiyla laboratuar sartlari altinda ¢ogaltilmasi metodudur.
DNA’nin kopyalanmasi ya da c¢ogaltilmasi (amplifikasyon) prensibi olarak
tanimlanan PCR ilk kez 1974°te kimyasal gen sentezine bir alternatif olarak Panet ve
Khorana tarafindan tanimlanmistir. Bu yontem adini, 1985°te tek kopya genlerinin
cogaltilmasini tanimlayan, K. Mullis ve arkadaglarindan almistir. PCR ilk defa 1985

yilinda orak hiicre anemisinin teshisi amaciyla gelistirilmis ve kullanilmis bir
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tekniktir. 1988 yilinda Thermus aquaticus adli bakteriden yiiksek sicakliklara
dayanikli DNA polimeraz enziminin izole edilmesi ve bu enzimin DNA
amplifikasyonu i¢in kullanima sunulmasi, PCR uygulama alanlarini genisletmistir.
Daha sonraki yillarda ¢esitli amaglarla kullanilan bu metot sayesinde tip, veterinerlik,
biyoloji ve genetik ile ilgili bilim dallarinda ¢ok sayida yeni buluslar ve gelismeler
olmustur. 1980°1i yillarin ortalarinda gelistirilmesinin ardindan, temel molekiiler
biyolojik arastirmalar da ve bir¢ok hastalifin DNA temeline dayali tanisi i¢in de
klinik tipta hizli bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. PCR ile insan genomik
DNA’s1 gibi karmasik DNA kaliplarindan, ¢ok 6zel DNA parcalarinin sentezinin
birkac saat icinde gergeklestirilebilir hale gelmesi, bu teknolojinin yayginlagmasinda
baslica neden olmustur ( Devrim ve Kaya, 2004; Temizkan, 2008 ).

PCR kestiyle birlikte aDNA caligsmalariyla ilgili yayinlarin listesi katlanarak
artmistir. Baz1 dergiler milyonlarca y1l yasinda olan 6rneklerden basarili bir sekilde
DNA elde edilebilecegini ve elde edilen DNA’nin siralanabilinecegini belirten
aDNA ile ilgili makaleler yayinlamaya baslamistir. Bu makalelerde 80 milyon yil
oncesine tarthlenen dinozor kemiklerinden elde edilen DNA, miyosen bitkilerine ait
DNA ve kehribar i¢inde korunmus DNA gibi milyonlarca yil yagindaki numunelerin
oldugu da iddia edilmistir. Daha sonra molekiiler genetik alanindaki gelismelerle
birlikte ortaya ¢ikan sayisiz teknik sorunlar nedeniyle, biitiin bu sira dis1 kesiflerin
yanlis oldugu ortaya ¢ikmis ve bu ¢alismalar agir bir sekilde elestirilmistir ( Gigli,

2011).
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BOLUM II
2. ANTIK DNA CALISMALARINDA DNA MOLEKULUNUN YAPISI VE
KONTAMINASYON PROBLEMI
2.1. ANTIK DNA'NIN ELDE EDILMESINDE KULLANILAN KAYNAK
BiYOLOJIK MOLEKULLER

Antik DNA c¢esitli organik kalintilarda bulunabilir. DNA’nin en iyi bilinen
kaynaklar1 fosil ya da antik organizmalarin yumusak dokulari, disleri ve
kemikleridir; fakat digki gibi daha az belirgin kaynaklarda digerleriyle esit oranda
onemli bir DNA kaynagi olabilir. Bu tir maddeler, cesitli yerlerde muhafaza
edilebilir. aDNA calismalarinda kullanilacak malzemelerin, ¢calismanin en basindan
itibaren bu is i¢in tahsis edilmesi ¢alismanin giivenirligi i¢in ¢ok biiylik avantajlar
saglar. Bu gibi durumlarda calisilan malzeme kolayca kontrol edilebilir ve aDNA
calismalarinda siklikla karsilasilan kontaminasyon problemi azaltilmis olur.

aDNA analizi i¢in antik kalintilar1 segerken ozgiin DNA'nin korunmasi
gerektiginin farkinda olunmalidir. Genellikle, antik kalintilar, son on bin yil iginden
bugiine kadar antik DNA analizi i¢in ciddi bir sekilde dikkate alinmay1 hak ederler.
Arktik ve Sub-kutup alanlar1 gibi bazi soguk bolgelerde, DNA analizi i¢in gerekli
olan numuneler ¢ok daha eski olabilir. Bunun nedeni de bu ortamlarda ki sicakligin
diisiik olmasidir. aDNA analizleri i¢in numuneler segilirken dis, kortikal kemik veya
siingerimsi kemik gibi morfolojik olarak iyi korunmus numunelerden biri
secilmelidir. Kemik (1-2 gr) veya bir disin kiigiik bir miktar1 bir aDNA ¢alismasi igin
genellikle yeterlidir. Tekrarlanabilirlik testleri i¢in, numuneler (kemik ya da dis)

arasinda ikinci bir dizi de elde edilmelidir ( Yang ve Watt, 2005 ).
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Bazilariin digerlerinden daha basarili olmasiyla birlikte, biyolojik kokenli
herhangi bir madde, aDNA elde etmek icin potansiyel bir adaydir. Ozellikle insanla
ilgili caligmalarda kullanilan aDNA kaynaklar1 kemikler, disler ve yumusak
dokulardir.

2.1.1. Kemik

Sekil 1: aDNA Calismalarinda Kullanilan Kemik Ornekler
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Kemik genellikle potansiyel bir aDNA kaynagi olarak kabul edilir ¢iinkii;
hidroksiapatit DNA’nin bozulmasini yavaslatir. Hidroksiapatit, dislerin mine ve
dentin tabakasi ve kemikte bulunan, kimyasal formiilii Ca;o(PO4)s(OH), olan
kalsiyum tuzudur. Biyoaktif yapida bir biyomateryaldir. Tatsiz ve kokusuzdur.
Organik c¢oziiciilerde ¢oziinmez. Asit ¢oziiciiler hari¢ inorganik coziiciilerde de
¢oziinmez. Hidroksil iyonlariyla (asit) yapi taslarina ayrisabilir. Ekstraksiyon ve
amplifikasyonun bagarist doku tipinden bagimsiz goériinmesine ragmen deneysel
sonuclar kemikte elde edilen DNA verimliliginin yumugsak dokudan elde edilenden
daha fazla oldugunu desteklemektedir. Hagelberg ve arkadaslar1 (1991) kullanilacak
ornegin yasin1 da dikkate alarak DNA’nin elde edilmesi ile kemik oOrneklerin

mikroskobik morfolojilerinin korunmasi arasinda bir korelasyon gormiislerdir.
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Ciinkii 6rnegin biitiiniiniin kotii korunmasi, mikroskobik pargalardaki korunmanin da
kotii oldugunu her zaman gostermez ve her antik 6rnek verimli bir aDNA kaynagi
olabilir ( Paabo ve ark., 2004 ).

Iskelet doku kiigiik kemiklerden pargaciklar aliarak ya da uzun kemiklerden
sondaj veya kesit alinarak cesitli sekillerde kullanilabilinir. Iskelet elamanlari
kullanilirken  bunlardan lezyonsuz olanlar secilmelidir; ¢ilinkii  lezyonlar
kontaminasyon icin ciddi bir kaynak olustururlar. aDNA c¢alismalarinda hem birey
basimna diisen sayilariin fazla olmasi hem de morfolojik ve paleopatolojik
Oonemlerinin diger kemiklere oranla daha az olmasi nedeniyle kiigiik parcali kaburga
ornekleri tercih edilmelidir. Bununla birlikte giivenirlikleri tartisilmasina ragmen
kaburga gibi siingerimsi dokulardan DNA elde edilmesi kompakt dokulardan on ya
da yirmi kat daha verimlidir ( O’Rourke, 2000 ).

Kiigiik kemikler ya da kemik pargalart mevcut oldugunda biiylik kemikleri
aDNA c¢alismalari igin tekrardan kesmeye gerek yoktur. Bu kemiklerden de aDNA
laboratuari i¢in kullanilmak tizere yeteri kadar numune alindiktan sonra geriye kalan
kism1 geri iade edilebilir. Bir kemigin daha kiiglik pargalara kesilmesi gerekiyorsa
stingerimsi kemik doku iizerindeki kortikal kemik doku, kesmek i¢in se¢ilmelidir;
ciinkii kortikal kemik daha az gozenekli ve dolayisiyla da kontaminasyon i¢in daha
az hassastir. Kortikal kemiklerin yogun dokusunda, antik DNA analizi i¢in gerekli
olan antik DNA molekiillerinden daha ¢cok mevcuttur ve kortikal kemiklerin yogun
dokusu DNA i¢in ¢ok daha korunakli bir ortam saglar ( Yang ve Watt, 2005 ).

Korunmus sert iskelet malzemeden genetik materyal elde edilmesi, antik
DNA, arkeoloji ve adli bilimlerin 6énemli bir pargasidir. Ancak farkli dokulardaki

DNA’nin goreceli yogunlugu ile DNA elde edilmesinde kullanilan yontemler ve
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cevresel etkilerin DNA’nin bozulmasi ve pargalanmasi iizerindeki rollerinin oram
yeterince anlasilmamaktadir. Adler ve arkadaslar1 2006 yilinda “’Fosil kemik ve
dislerden DNA elde edilmesi ve ¢ogaltilmasi’’ adiyla yayinladiklar1 ¢alismalarinda,
42 antik insan ve toynakli fosillerinden PCR ile elde ettikleri DNA’larin parca
uzunluklarina bakarak farkli sertlik ve yumusakliktaki dokularmm mitokondriyal
yogunluklarini incelemislerdir. Kemiklerde DNA elde etmek icin farkli iki yontem
kullanmislardir. Bu yontemlerden birincisi fosil kemigin, yliksek hizli bir matkapla
delinerek PCR i¢in gerekli DNA’nin elde edilmesi, ikincisi de kemigin ogiitiilerek,
gerekli kemik tozunun elde edilmesidir. Yapilan ¢alisma sonucunda birinci yontemle
elde edilen DNA yogunlugunun ikinci yontemle elde edilenden DNA yogunlugundan
otuz kat daha az oldugunu gozlemlenmistir. Arastirmacilar yiikksek hizli matkap ile
delme yOnteminin verimsizliginin nedenini, delme esnasinda matkabin 1sinmasina
baglamaktadirlar. Daha sonra diisiik hizli matkaplarla yapilan delme islemlerinde bu
sorunun ortadan kalktigin1 gézlemlenmistir. Sonug olarak belirli bir orandaki 1sinma
DNA’nin yok olmasina neden olmakla birlikte calismanin sonucunun hatali olmasina
da neden olabilmektedir (Adler ve ark., 2011). Bu ¢alismada da anlasildig1 {lizere
aDNA c¢alismalarinda, DNA elde etmek i¢in kullanilan antik kalintilarin niteligi

kadar bu siiregte uygulanan yontemlerde aragtirmanin sonucunu etkilemektedir.
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2.1.2. Dis

Sekil 2: Disin Yapisi
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Insan viicudundaki en dayanikli doku olan disler yapilar1 geregi arkeolojik
kazilardan elde edilebilecek insan yerlesimi ile ilgili ele gecirilen tek delil olabilirler.
Dental kalintilar sadece fiziksel antropologlarin degil ayrica bu konuda ¢alisan diger
tim bilim adamlarmi da ilgilendirmektedir. aDNA kaynagi olarak dislerin
kullanilmasi, dislerin sayilarinin fazlaligi nedeniyle bir avantaj saglamaktadir. Disler
mine dokusu sayesinde viicudun en sert ve dayanikli dokusudur. Bu da disleri
DNA’nin bozulmasina sebep olan nem, yiiksek 1s1, mantar ve bakteriyel bozulma
gibi kosullara kars1 oldukca dayanikl kilar ( Ozcan, 2010 ).

aDNA c¢alismasinda kullanilacak olan disin ¢iiriiksliz olmas1 ¢ok onemlidir;
clinkii dis ¢iiriigli aDNA’nin elde edildigi pulpaya kadar girdigi icin DNA’nin
kontaminasyona ugramasina izin vermektedir. Bu durumda kontaminasyon riskini

azaltmak icin heniiz tam olarak biiyiimesini tamamlamamaisg bir dis kullanilabilinir.
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Sekil 3: Tam olarak ¢ikmamis dis 6rnegi ( Trinkaus, 2010 )

Disten aDNA elde edebilmek igin yaygin olarak ii¢ metot kullanilir.
Bunlardan birincisi digin tamamen toz haline getirilmesi, ikincisi digin pulpa
boslugunun ¢ikarilmas: igin disten kesit alinmasi, {iglinciisii de endodondik
yontemlerle pulpaya inilmesidir. Amplifikasyonun basarisinda renklerindeki
farkliligin higbir 6nemi olmamasina ragmen, dis toz haline getirilirken beyaz ve
kahverengi olmak iizere iki renk dis tozu elde edilir. DNA elde etmek i¢in disin
tamaminin toz haline getirilmesi DNA’nin yapisina daha fazla zarar vermesine
ragmen DNA’nin elde edilmesi agisindan, pulpa boslugundan kesit alinmasi
yonteminden daha verimlidir. Ikinci metot disin pulpasindan &rnek alindiktan sonra
disin yeniden yapistirilarak eski haline getirilmesine izin verir ve sonug olarak da
kullanilacak antik malzeme iizerinde daha az bir yikic1 etkiye sahiptir. Ugiincii
yontem ise endodontik yontemlerle dis kokiinlin kanalina yani pulpaya inilmesidir
(O’Rourke, 2000). Pulpa, disin canli dokusu olarak ¢ekirdek DNA’s1 ¢aligmalari igin
uygundur. Pulpa igerisindeki hiicrelerden elde edilen DNA, STR analizlerine imkan
saglar. Pulpa araciligr ile gergeklestirilecek bir DNA analizi i¢in disin 6z odasinda
bulunan pulpanin ¢ikartilmasi yeterlidir. Bunu yaparken de oncelikle disler dis
ortamdan kaynaklanan tozlardan hava filtresi araciligiyla temizlenir ve dis lizerinde
kalan kiiciik harici partikiiller hassas bir matkap veya kaziyici aracilifiyla ortadan

kaldirilir. Disin pulpasina girebilmek icin genellikle disin tact ve kokii arasindaki
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bolgeye kiiclik bir delik agilir. Bu deligi agarken olusan ve disin dis yiizeyinin
temizlenmesinden kaynaklanan toz ve pargalar iyice temizlenir. Daha sonra alkol
veya ucu yakilarak iyice temizlenmis kiiciik c¢apli bir matkap ucu, delik agilacak
bolge tlizerine yerlestirilerek belirlenmis bolge delinir. Burada ortaya ¢ikan dis tozlar
yine temiz ve yeni malzemeler kullanilarak DNA tiiplerine alinir ( Ozcan, 2010;
Woodward, 1994 ). Dental kalintilardan antik DNA analizinin gergeklestirilebilmesi
icin dise zarar veren parcalama ve kesme yontemlerinden birinin kullanilmasi diger
aragtirmacilar i¢in onemli bilgiler saglama olasilig1 olan ta¢ ve kok morfolojisine
zarar verir. Bu zarar1 en aza indirmenin yollarindan biri ters kok kanal sistemi
uygulamasidir. Ters kok kanal sistemi kullanildiginda, disin morfolojik yapisina
herhangi bir zarar verilmeksizin dentince zengin bir 6rnek alinmasi mimkiin
olacaktir. Ters kok kanal sistemi aracilifi ile ornek alinmasi dis 6rnekleri {izerinde
yapilan molekiiler genetik ¢aligmalarin dis morfolojisinden faydalanilarak elde

edilebilecek verilere zarar vermesini engeller ( Ozcan, 2010 ).

Sekil 4: Dis Pulpasindan DNA Alinmasi ( Ozcan, 2010).
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a. Disten pulpaya inip dis Oziinlin ¢ikartilmasi isleminden once disin bazi
kimyasallar ve UV 1sinlariyla sanitize edilmesi

b. On hazirlig1 biten dis 6rnekleri iizerinde giris boslugunun hazirlanmasi

c. Disin pulpaya giden 6z odasinin agilmasi

d. Ag¢ilan 6z odasindan pulpaya inilip dis 6ziinilin ¢ikartilmasi

e. Antik dis 6rneklerinde dis 6ziiniin DNA tiiplerine alinmasi

f. Mikro ylizey olusturulan disin ylizeyine baglanti malzemesinin
uygulanmasi

g. Halojen 151k ile baglantinin saglanmasi

h. Disin pulpa boslugunun kompozit dolgu malzemesi ile doldurulmasi ve
dise eski seklinin verilmesi ( Ozcan, 2010 ).

2.1.3. Yumusak dokular

Sekil 5: aDNA I¢in Kullanilan Yumusak Dokular ( Otzi)

Eger yumusak doku aDNA icin kaynak materyal olarak kullanilacaksa
yiizeyle temasi olmayan malzemeler secilmelidir. Bu durum kontaminasyon riskini
azaltmaktadir. Kurumus haldeki yumusak doku, normal yumusak dokuyla
karsilastirildiginda aDNA i¢in muhtemel en iyi kaynaktir; ¢iinkii kuruluk dokudaki

stv1 oranini diisiirerek dokuyu hidrolitik ( suyun ya da nemin neden oldugu zararlar)
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zararlardan koruyabilir. Bununla birlikte 6zellikle adli olaylarda yaygin olarak
kullanilan sa¢ veya killarda DNA i¢in alternatif kaynaklar olusturmaktadir (
O’Rourke, 2000 ).

2.2. ANTIK DNA DIiZILEME CALISMALARINDA KULLANILAN BIYOLOJIK
MOLEKULLER

2.2.1. Mitokondril DNA (mtDNA)

Mitokondri, siirekli bdliinen ve birlesen, ¢ift membranli bir biyolojik
molekiildiir ve oksijenli solunum yapan okaryotik hiicrelerde bulunur. Yunanca
mitos (pitog-iplik) ve khondrion (yovopiov-tanecik) sozciiklerinden tiiretilmis ve
Alman patolog Altmann tarafindan, 1890 yilinda kendine ait metabolik ve genetik
otonomiye sahip oldugu anlagilmistir. Mitokondri igerisinde, sayilar1 2-15 arasinda
degisen mitokondril DNA (mtDNA) kopyalari bulunmaktadir. Dairesel bir forma
sahip olan mtDNA, insanlarda 16.569 bazdan olusmaktayken, hayvanlarda 16-18
kilobaz (kb) arasinda degiskenlik gostermektedir. Mitokondriler 6karyotik hiicrelerin
sitoplazmasinda  bulunurlar. Baglica islevleri hiicreye enerji saglamaktir.
Mitokondrilerin bir zamanlar serbest yasayan simbiyotik bakterilerin islevini
kaybetmis kalintilar1 oldugu diisiiniilmektedir. Mitokondrilerin bir zamanlar serbest
yasayan organizmalar oldugunun en biiyiik belirtisi, mitokondriyal DNA (mtDNA)
olarak adlandirilan, nispeten kiiclik dairesel bir DNA parcasina sahip olmasidir.
Insan DNA'smin ¢ok biiyiik bir kismu hiicre ¢ekirdegindeki kromozomlarda bulunur
ama mtDNA bir istisnadir ve sadece anneden aktarilir. Kisiler sitoplazma ve onda
bulunan biyolojik molekiiller annelerinden alirlar, ¢linkii bunlar yumurta hiicresinden
kaynaklanir, spermden degil. Mitokondriyal DNA'da bir mutasyon meydana gelince

bu mutasyon disilerden olusan bir siilale boyunca aktarilir. mtDNA’da cekirdek
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DNA’dan daha fazla mutasyon hiz1 goriiliir. Kontrol bolgesi (HVR1) ad1 verilen, 500
baz uzunlugunda mutasyonlarin en siklikla goriildiigii bir bolgesi vardir. mtDNA’nin
diger kisimlarinin aksine bu bolgede herhangi bir seye 6zgii kod bulunmaz, belli bir
fonksiyonu yoktur ( Kul ve Ertugrul, 2010; Giiral, 2007; Demirsoy, 2000 ).

Sekil 6: mtDNA’nin Yapist ( Ertugrul, 2010 ).
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Ozellikle  filogenetik  caligmalarda  mtDNA  biyolojik  molekiilii
kullanilmaktadir. Filogenetik teriminin so6zlilk anlami, bir tlirlin ya da yiiksek
taksonomik gruplarin soy gelisimi ve evrimsel gegmisidir. Tiirler arasindaki iliskiler,
wklarin tarihi ve genetik cesitlilik ¢alismalar filogenetik ¢alismalardir. Filogenetik
caligmalarda Onceleri morfolojik karakterler ve protein cesitliligi kullanilirken,
molekiiler genetikteki ilerlemelerle birlikte ¢ekirdek DNA polimorfizmleri ve
organel genomlar1 (mitokondri ve kloroplast DNA’s1) daha fazla tercih edilir hale
gelmistir. Ozellikle mtDNA filogenetik ¢alismalar i¢in bazi avantajlara sahiptir.
Mitokondrial DNA memelilerde, niikleer DNA’dan daha hizli mutasyon biriktirir ve
sadece anneden gelen kalitiminin bir sonucu olarak popiilasyonun biiyiikliigtindeki
azalmalara karsi, ¢ekirdek DNA’sindan daha duyarlidir. Mitokondril DNA
dizilerinin popiilasyonlarda karsilastirilmasi filogenetik agaclarin ¢izilmesine olanak

saglar. Bu tiir ¢alismalarda mtDNA iizerinde bulunan 12S rRNA, 16S rRNA,

23



sitokrom-b ve D-loop bdélgeleri siklikla kullanilmaktadir (Kul ve Ertugrul, 2010).
Ancak antik DNA c¢alismalarinda agirlikli olarak kullanilan mitokondriyal DNA
sekans teknigi, niikleer DNA’nin kullanildig1 diger tekniklere gore kontaminasyona
daha agiktir. Bunun sebebi ise kontamine eden tek bir hiicrede bir tek nitkleer DNA
ornegi varken binlerce mitokondriyal DNA kopyasi bulunmasidir. ( Yang ve Watt,
2005).
2.2.2.Y-Kromozomu

Bugiin yapilan birgok aDNA analizinde mtDNA kullanilmasina ragmen,
unutulmamasi gereken bir sey vardir, mtDNA tek bir gendir ve bu nedenle istatiksel
dalgalanmalara neden olup tiim insan genetiginin biitlinlinii temsil etmeyebilir.
Hofreiter ve arkadaslarinin 2001°de yayinlamis olduklar1 makalelerinde, birbirine
yakin olmayan tiirlerin incelenmesinde, mtDNA analizlerinin sorun olmadigini,
clinkii tlirlesme vakalarinin arasinda yeterince zaman gegtiginde genomun tiim
kisimlarinin ayni filogenetigi gosterebilecegini soylemektedirler. Ancak birbirine
yakin tiirler veya niifuslarin genetik sorunlar arastirildiginda mtDNAnin, genomun
tiim tarihini veremeyecegini c¢iinkii mtDNA’nin tek bir genetik lokusu temsil
ettiginin unutulmamasi gerektigini belirtmiglerdir. Ayrica antik kalintilarda
mtDNA’nin  sadece birka¢ bin kopyast bulunmaktadir. Bununla birlikte
arastirmacilarin bu eski insan kalintilarina elleriyle kiigiik bir dokunuslar1 bu eski
kalintilarin kirlenmesine kolayca sebep olabilir ve 1000’lerce mtDNA bu numunelere
bulasabilir. Bu durumda 6zgiinliigii bozulan aDNA, PCR’da yanlis sonuglar verebilir
ve bununla birlikte giincel olan DNA’nin PCR’de ¢ogalmasi daha olasidir ( Yang ve
Watt, 2005 ). Arastirmacilarin genellikle kullandiklar1 mtDNA ile ilgili kuskular

ortaya ¢ikinca, Y-kromozom analizleri onem kazanmaya baslamistir. Doga, tiirleri
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farklilastirirken, cinsiyetleri de farklilastirmayr siirdiirmiis ve bu oOzelliklerini
kalitimla gecirirken o cinsiyet Ozelliklerini ayni1 cinsten alinmasi gibi bir farklilik
yaratmustir. Nasil mitokondri sadece anneden geliyorsa, Y-kromozomu da sadece
babadan geger. Ama Y-kromozomunun bir ileri 6zelligi daha vardir ki, herhangi bir
anomali olmadig taktirde sadece erkek ¢ocuklarina geger, kadinlarda Y-kromozomu
bulunmaz. Bodylece Y-kromozomunun incelenmesi de mitokondri gibi 6zgiin
sonuglar dogurmaktadir. Y-kromozomundaki polimorfizmlere bakarak ilk erkek
ataya kadar iz siirmek miimkiindiir. Y-kromozomunun niifus genetigindeki onemi,
16,000 niikleotidli mtDNA’ya karsin 50 milyon niikleotidinin olmasidir. Boylece
mutasyonlarin olusmus oldugu bircok bolgesi vardir, yani {iizerinde birgok
polimorfizm izlenebilir ( Giiral, 2007 ).
2.3. ANTIK DNA’NIN BOZULMASI VE KONTAMINASYON

aDNA calismalariyla iliskilendirilen iki temel problem vardir. Bunlardan
birincisi DNA’nin zamanla bozulmasi, ikincisi ise antik DNA orneklerinin modern
DNA ornekleriyle kontaminasyonu yani kirlenmesidir. Fiziksel ve kimyasal bozulma
antik kalintilarda bulunan DNA molekiillerinin ¢ogunu yikabilir. Ancak kotl sartlar
altinda korunmus ¢ok az miktarda DNA bile antik DNA molekiillerinin analizine izin
vermektedir. Ancak modern molekiiler biyolojide uygulanan PCR teknigi asir
derecede hassas bir tekniktir, oyle ki bu teknikle 6zel DNA molekiiliiniin ¢ok kiigiik
bir parcasi belirlenebilir ve birka¢ saatte bu belirlenen molekiiliin milyonlarca
kopyas1 yapilabilir. PCR tekniginin asir1 hassasiyeti diger yandan kopyalama
yaparken DNA’nin kolay bir sekilde kontamine olmasma da izin verir.
Kontaminasyon aslinda tim DNA c¢aligmalar1 i¢in ortak bir sorundur. Cagdas

ornekler ile gergeklestirilen caligmalarda DNA miktar1 yeterli oldugundan iz
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miktardaki kontamine DNA baskilanir ve analizin sonucu etkilenmez, ancak antik
DNA ornekleri ile ¢alisilirken O6rnekten elde edilen iz miktardaki antik DNA ile
disaridan reaksiyona giren giincel DNA, PCR’da rekabet eder ve c¢ogunlukla
disaridan analize katilan kontamine DNA 6rnegi bu rekabeti kazanir ( Yang ve Watt,
2005).
2.3.1. DNA’nin Bozulmasi

Oliimden sonraki kimyasal siireglerin bir sonucu olarak antik DNA’da
degisimler ve bozulmalar olur. Endoniikleazlarin iirettigi otolizler (enzimlerin kendi
kendilerini tiiketmesi) tarafindan organizmanin 6liimiinden hemen sonra bozulmalar
baglar ve oksidatif ve hidrolitik etkilerle bu bozulmalar devam eder. Zamanla
DNA’nin bozulmasina neden olan bu faktorlerin birikerek artmasi antik kalint1 i¢inde
bulunan DNA’nin yogunlugunu ve 6zgilinliigiinii azaltmaktadir. Ancak aDNA’nin
korunmus olmast sadece antik kalintinin yasina degil, ayn1 zamanda bulundugu
cevresel sartlara da baglidir. Nemin az oldugu, sicakligin diistik oldugu ve notr ya da
hafif bazik pH’li ortamlar DNA’nin korunmasina yardimeci olur. Ayni zamanda
kemik tizerinde hidroksiapatit gibi bir tabakanin bulunmasi antik kalinti i¢indeki
DNA’y1 muhafaza eder ve korur. Ancak antik kalintilar igindeki DNA’nin
korunmasimi etkileyen en Onemli faktor onlarla temas halinde bulunan mikro
organizmalarin varhigidir. Mikro organizmalar, serbest dolasimli ve mekanik hareket
etme yeteneklerine sahip olmalarindan dolayr aDNA’nin parcalanmasina neden
olurlar. DNA’ya zarar veren fiziksel ve kimyasal siiregler iizerine yapilan bilimsel
caligmalar, en uygun sartlar altinda bile DNA’nin yiiz bin yildan daha fazla

yasamayacagini gostermistir ( Kefi, 2011).
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Tablo 3: DNA’nin Bozulmasinda ve Korunmasinda Etkili Olan Faktorler
( Burger, 1999 )

Mikroorganizmalarin varlig Mikroorganizmalar ve metabolitleri
DNA'’y1 tamamen parcalayabilir.

UV 1sinlar1 6rnegin sadece yiizeyinde
UV 1s1n ve radyo izotoplarin varligi etkilidir. Sert dokular ile galigilirken
¢ogunlukla drnegin dis yiizeyi
uzaklastirilarak temizlendiginden ¢ok fazla
etkili olmadig diigiiniiliir.

Kuruluk ve nem Kuru ortamlarda hidrolitik ve oksidatif
hasar minimize olacaktir.

Hidroksiapatit gibi mineral yiizeye baglanma Mineral yiizeyin DNA molekiiliinii
sabitlemesi.
Oliimden hemen sonra gdmiilme. Gaz ve pargalanmanin olusmasi ile

yumusak dokular mikroorganizmalar
tarafindan hizli bir sekilde isgal edilir.

Dokunun sertligi Ozellikle dis 6rnekleri i¢lerindeki DNA
molekiillerini birgok dis etkenden korur.

Sicaklik farkliliklar: Diisiik sicakliklar birgok kimyasal
reaksiyonu ve mikrobiyal faaliyetleri
yavaglatir.
Ortamin pH degerleri Notral ve hafif alkalin ortamlar hem

dokuyu hem de i¢indeki DNA
molekiillerini korur.

EDTA tiiplerin kullanilmasi Fenolik polimerler ile hava aktiviteleri
onlenir.
Dondurucularin kullanilmasi Numuneler en uygun sicaklik sartlarinda

muhafaza edilmeliler.

Hummel ve arkadaslar1 DNA’nin korunmasi iizerine cevresel faktorlerin

etkisini incelemek i¢in farkli kazi ortamlarinda elde edilmis, yaklasik ayni yaslardaki
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fosil dislerden elde edilen DNA’nin yogunlugunu gézlemlemislerdir. Fosil dislerin
elde edildigi ortamlarin pH degeri, sicakligi, nemi, topragin jeokimyasal ozelligi,
organik maddelerin miktar1 ve fosil malzemelerin depolandigi ortamin 6zellikleri
dikkate alinarak dislerden PCR ile DNA elde edilmistir. Ortam sartlarinin aDNA
tizerindeki etkisine bakildiginda nemin az oldugu, sicakligin diisiik oldugu ve
mikroorganizmalarin olmadigi kuru ortamlarda DNA’nin daha iyi korundugu
gbozlemlenmistir. Bununla birlikte fosillerin kisa siireligine oda sicakliginda
depolanmast DNA verimliligi agisindan sakinca olusturmazken sonuglarin
tekrarlanabilirligi tizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Bundan dolay:r depolamanin
sogutucular icerisinde uygun sartlar altinda yapilmasi, calisma sonuglarinin

tekrarlanabilirligini de saglamaktadir ( Yang ve Watt, 2005 ).

Sekil 7: Antik Kalintinin Sogutucuda Depolanmasi
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Antik DNA analizlerinin  paleontoloji, arkeoloji ve zooarkeoloji
arastirmalarinda kullanilmasi memnuniyet verecek bir sekilde artmaktadir. aDNA
caligmalar1 i¢in smirlayict faktor DNA’nin korunma derecesidir. Avrupa, Yakin
Dogu ve Kuzey Afrika’da 291 antik kalint1 lizerinde yapilan ¢alisma bu kalintilarin
cografik ve iklim kosullarindan etkilenmis oldugunu géstermistir. Sonug olarak sicak
iklimlerde antik malzemenin korunmasi daha kotii olmakla beraber bu kalintilarin
kazi oOncesi ve kazi sonrasi bozulmaya ve kirlenmeye daha egilimli oldugu
goriilmistiir ( Bollongino, 2008 ).

2.3.2. Kontaminasyon Problemi

aDNA caligmalarinda kontaminasyon riskinin yiliksek olmasi nedeniyle
kontaminasyon ihtimali ¢ok dikkatli bir sekilde g6z oOniinde bulundurulmalidir.
aDNA sonuclarinin arkeolojik ve antropolojik sorularin  cevaplart icin
uygulanabilirliginden  6nce  ¢aligtlan  DNA’nin  6zglinligiiniin - dikkatle
degerlendirilmesi gerekir ( Yang ve Watt, 2005 ).
2.3.2.1. Kontaminasyonun kaynagi

Kontaminant DNA, antik kalintilardan elde edilen DNA analizlerinde, pozitif
sonu¢ verme riski tasityan aymi organizmaya ait glincel DNA molekiilleri olarak
tanimlanabilir. Insan DNA’s1 ile ilgili calismalarda bu DNA’ya bakteri ya da mantar
DNA’smin bulagsmasi kontaminasyon olarak adlandirilamaz; ¢iinkii insana 0zgii
primerler kullanildigindan bu O6rnekler amplifiye olmayacaktir. Antik DNA
caligmalarinda insan DNA’s1 ile kontaminasyon farkli asamalarda gerceklesebilir.
Bunlar igerisinde en sik rastlanilan, 6rneklerin toplandigi saha c¢alismalarini yapan
ekibin neden oldugu kontaminasyon ile molekiiler analizler gergeklestirilirken

laboratuar ekibinin neden oldugu kontaminasyonlardir ( Mulligan, 2006 ).
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Kontaminasyonun kaynagi biliyiikk oOlgiide aDNA c¢alismasinin tipine ve
caligmanin amacia bagli olarak degisir. Bu g¢alismalar genel olarak ii¢ madde
halinde siralanabilir. Bunlar:

1. Eski insan kalintilar1 ¢alisilirken; DNA’nin kirlenmesi kazi alaninda
calisirken ya da kalintilara dokunuldugunda olabildigi gibi, Kirlenme laboratuarda
kimyasal maddelerden hatta deney tiiplerinden olabilmektedir.

2. Eski bitki ve hayvan DNA’lar1 ¢alisirken; kontaminasyona genellikle
kalintinin morfolojik tanimlanmas: siirecinde karsilastirma yapmak icin kullanilan o
tiriin glincel ornekleri neden olmaktadir. Bu ¢alismalarda insan DNA’s1 bir
kirlenmeye neden olmamaktadir.

3. Bakteri tiirlerinin antik patojen DNA’lar1 ¢alisirken; kirletici DNA
toprak ve cevre ortamlarda ayrica yakin tiirlerden gelebilir. PCR tekniginde olasi
kirlenmis tiirlerden hedef patojenik tiirii ayirabilmek i¢in 6zel olarak hazirlanmig
DNA markerler kullanilabilinir ( Yang ve Watt, 2005 ).

Binlerce yillik orneklerle calisilirken 6rneklerin kendi iclerinde kontamine
olma olasiliklar1 olduk¢a distiktiir. Ciinkii her bir 6rnek iz miktarda DNA
icermektedir. Dikkate alinmas1 gereken en 6nemli kontaminasyon risklerinden biri de
bir onceki PCR oOrneklerinden PCR esnasinda gergeklesen kontaminasyondur.
Agikgast, en biiyiik potansiyele sahip kontaminasyon kaynagi ayni veya yakin akraba
tirlerin daha onceden gergeklestirilmis PCR amplifikasyonlarindan bulasan
kirlenmelerdir. Bu tiir kontaminasyonlarin 6nlenmesi igin aDNA ¢alismalarinin
yapilacagi ortamlar sadece bu is ic¢in tahsis edilmeli ve uzmanlar ¢ok dikkatli

caligmalidirlar ( Poinar, 2003 ).
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2.3.2.2. Laboratuar dncesi kontaminasyon kontrolleri
Kazi siiresince toplanan numunelerin temizlenmesi:

Kazi alaninda ki calisanlar ve daha sonraki laboratuar calisanlarinin
laboratuar oncesi gergeklestirdikleri etkin kontaminasyon Onlemleri genel
kontaminasyon kontrolleri basarisinda ¢ok ©nemli olabilir. Kontaminasyon
kontrolleri antik kalintilarin yerden ¢ikarildigir anda ve kazi alaninda yapilmalidir.
Ideal olarak, alandaki kontaminasyon onlemleri de laboratuarda uygulanacak
kontaminasyon Onlemleri kadar siki olmalidir, ancak kazinin yapildig1 agik arazi
kosullar1 siki  bir kontaminasyon kontroliinii engelleyebilir. Kontaminasyon
olasiligini en aza indirmek igin kazi alaninda ve daha sonraki depolama esnasinda
izlenmesi gereken bazi genel kurallar bulunmaktadir. Bunlar:

1. Antik DNA analizi i¢in belirlenen Ornekler temizlenmemelidir, ¢iinkii bu
temizleme esnasinda kemik dokularin igine kadar giren kontamine maddeler sonraki
temizlemeyi daha da zorlastirabilir. Bu durumda dekontaminasyonun laboratuarda
uygulanmasi daha kolay olur.

2. Numuneler suyla yikanmamalidir, ¢linkii su kemik dokulara derinlemesine
niifuz ederek antik DNA’y1 kirletebilir ayrica antik DNA’ya hidrolitik (maddenin
kimyasal yapisinin bozulmasti) zarar verebilir.

3. Mimkiinse, antik numunelere herhangi bir koruyucu kimyasal madde
eklemekten kaginilmalidir; ¢iinkii bu kimyasallar PCR amfilikasyonunu inhibe
edebilir ve numuneler i¢in potensiyel bir kontaminasyona neden olabilirler.

4. Antik DNA’nin bozulmasini 6nlemek i¢in numuneler serin ve kuru

ortamlarda depolanmalidir.
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5. Capraz kontaminasyonu onlemek igin antik numuneler modern
numunelerden ayr1 depolanmalidir.

6. Miimkiinse, bir numuneden digerine gecerken kullanilan eldiven ve benzeri
ara¢ ve geregler degistirilmelidir.

7. Numuneler, tamamen kuru olduklarindan emin olunduktan sonra, ayr1 ayri
plastik kaplarda ya da tiiplerde saklanmalidirlar. Aksi takdirde 1slak ya da nemli bir
haldeyken bu numunelerin tamamen havayla temasinin kesilmesine neden olan
kaplarda saklanilmasi, numunelerin bozulmasina neden olabilmektedir. Bu
durumlarda numuneleri saklamak i¢in kagit kaplar kullanilmalidir ( Yang ve Watt,

2005 ).

Sekil 8: Antik Kalintinin Topraktan Cikarilmasi

Alana cikan arkeolog ve antropologlarin 6nceden antik DNA analizi igin
numune toplama olasiligini degerlendirmeleri ve bu numunelerin toplanmasi igin
gerekli arag ve geregleri onceden hazirlamalart gerekir. Ne yazik ki, alanda ¢alisan

arkeologlar ve antropologlarin laboratuar ortaminda galisan antik DNA teknisyenleri

32



gibi koruyucu giysilerle ve uygun ekipmanlarla donatilmis olacagini beklemek ¢okta
gercekei degildir. Bununla birlikte, numunelerin temiz bir sekilde toplanmasi igin
sagduyulu davranmak gerekmektedir ( Yang ve Watt, 2005 ). Genellikle, bir antik
DNA numune toplama Kiti, tek kullanimlik eldivenler, temiz kagit torbalar,
aliminyum folyo, maskeler, sag filesi, kapatilabilen plastik torba, ¢amasir suyu
¢oOzeltisi, mala ve disci aletleri gibi temiz kazi aletlerini i¢ermelidir. Kullanilan arag
ve gereglerin temizligi i¢in % 10 ticari ¢amasir suyu kullanilmali. Numune toplama
kiti steril olmak zorunda ve bu kitin temiz tutulmasi1 gerekmektedir. Ayni aracin
birden fazla numune veya iskelet i¢in kullanilmamasi gerektigi unutulmamalidir (
Richards ve ark., 1995).

DNA analizi i¢in insan ornekleri toplanirken her zaman 6zel bir dikkat
gosterilmelidir. Eger kazinin biitlinlinde tiim personel i¢in koruyucu 6nlemler almak
miimkiin degilse, tiim personeli belirli araliklarla c¢alisan iki gruba bolmek mantikli
olabilir. Toplanan biitiin kalintitlar DNA analizi i¢in kullanilmayacagindan DNA
analizi i¢in kullanilacak olan ¢ok kiiciik boyuttaki numunelerin kontaminasyona karsi
en siki denetimler altinda toplanmasi gerekmektedir. Cogu durumda antik DNA
caligmalar1 i¢in birkac kiigiik kemik pargasi, kemigin ufak bir kismi veya bir dis
yeterli olmaktadir. Ancak antik DNA analizinin yikicit dogasindan dolay1 morfolojik
ve patolojik incelemeler i¢in kullanilmaya uygun olan kemikler aDNA calismalari
i¢cin secilmemelidir. Miimkiinse tekrarlanabilir testler i¢cin 6rnekler arasinda coklu
pargalar alinmalidir ( Degusta ve White, 1996 ).

aDNA caligmalari i¢in se¢ilen kemikler toplanirken, bunlar aliiminyum folyo
igine sarilmali ve dogal kurutma igin temiz bir kagit torbaya konulmalidir. Eger

numuneler 1slaksa bu numuneler, kapali plastik bir kutuya konulmamali; ¢linkii ici
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nemli ve agzi kapali plastik bir kutu bakterilerin iiremesi i¢in ideal bir ortam
yaratacaktir ve sonu¢ olarak da bu ortamda olusacak mikrobiyal faaliyetler antik
kalintinin dolayisiyla da antik DNA’nin bozulmasina neden olabilecektir. aDNA i¢in

kullanilacak numuneler ancak tamamen kuruduktan sonra kapanabilir plastik bir

kaba konulmalidir ( Yang ve Watt, 2005 ).

Sekil 9: Topraktan Cikan Kalintinin Folyoya Alinmasi

Kazimin yapildig1 yerin ¢evresel sartlarinin (topragin yapisi, nemi, 1sis1 vb.)
bilinmesi de DNA’nin korunmasi hakkinda bazi yararli ipucglart saglayabilir.
Miimkiinse, kazi alanindaki toprak ornekleriyle birlikte diger hayvan ve bitki
tirlerine ait Orneklerin de toplanmasi gerekir. Topragin kimyasal yapisinin
incelenmesi DNAnin bozulma oraninin tespitinin yani sira diger taksonlarin korunan
DNA’larinin belirlenmesine de izin verecektir. Ana arastirma odagi sadece eski
insan DNA’s1 olmasina ragmen, kazi alani {izerinde toplanan diger tiirlere ait
kalintilardan elde edilen DNA’da laboratuar ortaminda insan DNA’sinin 6zgiinliigii
icin ikincil delil olarak daha sonra kullanilabilir ( Yang ve Watt, 2005; Poinar, 2003).

Alandan laboratuara numune tagirken, DNA analizi i¢in belirlenen ornekler

serin, kuru ortamlarda saklanmalidir. Antik DNA analizi i¢in, arastirmacilar ve kazi
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alanindaki personelin sa¢ veya yanak i¢i siiriintii 6rneklerinden DNA alinmali ve
calisilacak olan insan aDNA’s1 ile sonraki karsilastirma i¢in kullanilabilir hale
getirilmelidir. Calisanlardan ve kazi personelinden alinan bu referans DNA 6rnekleri
de ayr1 ayr1 temiz test tiiplerinde kapali olarak tutulmalidir (' Yang ve Watt, 2005 ).

aDNA calismalarinda kullanilan antik kalintilarda arastirmacilarin calisma
esnasinda elle temaslarindan kaynaklanan kontaminasyonun miktar1 tam olarak
anlasilmamakla birlikte bu sorun aDNA c¢alismalar1 icin temel bir problemdir.
Sampietro ve arkadaslar1 (2006) elle temastan kaynaklanan kontaminasyon oranini
6lemek i¢in yapmis olduklar1 calismay1 2006 yilinda yayinlamiglardir. Granollers’de
(Barselona, Ispanya) yapilan neolitik déneme ait 23 kazida elde edilen antik
dislerden aliman 572 klon mtDNA analizleri incelenmistir. Bu arastirmada antik
kalintinin ¢ikartilmasi ve temizlenmesi i¢in sadece alt1 kisi ¢alismistir. Klonlanan
dizilimlerin sonuglarina bakildiginda bu dizilimlerden %17,13 niin 6zgiin olmayan
kontamine DNA oldugu gozlenmistir. Kontaminasyonun kaynagma ve oranina
bakildiginda, antik kalintinin ¢ikartilmasi1 ve temizlenmesi esnasinda elle temastan
kaynaklanan kontaminasyonun daha sonraki antropolojik ve genetik ¢alismalar
esnasinda olusan kontaminasyondan daha fazla oldugu belirtilmistir. Buda aDNA
calismalarinda antik kalint1 tizerindeki ilk uygulamalarin daha fazla kontaminasyona
neden oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte arastirmacilarin belirttigi sasirtici
sonuclardan biride kontamine olmus DNA’nin yapisal bozulmalara daha acik olmasi
ve zamanla bu bozulma oraninin artmasidir ( Sampietro ve ark., 2006 ).
Onceki kazilarda elde edilen eski malzemeler:

Daha 6nce ¢ikarilan arkeolojik kalintilar antik DNA ¢alismalar1 i¢in biiyiik

potansiyele sahiptir. Bu 6rneklerin bazilari, antik DNA analizi i¢in kullanilmaya
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karar verilmeden Once, yogun bir sekilde arkeolojik veya antropolojik galismalar
kapsaminda kullanilmis olabilir. Bu kalintilarin ¢ogu, modern DNA ile kontamine
olma  olasiliklarindan  dolayr  aDNA’nin  0zgiinliigliniin ~ korunmasini
zorlastirmaktadirlar. Eski insan kalintilar i¢in aDNA ¢alismalar1 yapilmadan 6nce bu
malzemeleri ¢alisanlarin ve malzemelere dokunanlarin kaydinin izlenmesi zordur ve
daha 6nce bu malzemeleri calisan herkesten de referans DNA orneklerin alinmasi
neredeyse imkansizdir. Bu kacinilmaz kontaminasyon gergeginden dolayidir ki
laboratuar i¢i etkili dekontaminasyon islemlerini yiiriiten antik DNA laboratuar
teknisyenlerine giivenmek esastir. Kemik ornekler iizerinde yapilan arastirmalarin
kisa bir tarihgesine (bunlarin ne zaman ¢alisildigl, kag¢ kisinin bunlar1 ¢alistigi ve
numune kayitlarinin dogrulugu gibi) ulasilmasi, uygulanacak olan dekontaminasyon
calismalarinda hangi dekontaminasyon stratejisinin kullanilmast konusunda antik
DNA teknikerleri i¢in ¢cok faydali olacaktir. Esasen bu dekontaminasyon onlemleri
en basindan dikkate alinmamissa bu alandaki arkeolog ve antropologlarin sonradan
bu onlemleri almasia gerek yoktur ve hatta bu durum yeni kontamine DNA’larin
olugsmasina da neden olabilmektedir ( Yang ve ark., 2003 ).

Antik DNA analizi i¢in ornekler segilirken ve hazirlanirken en temel kaygi,
ozellikle de uygun numune miktarlarinin elde edilmesi i¢in kullanilacak olan kemik
kesilirken, capraz kontaminasyondan kaginmak olmalidir. Uzun kemikleri 1-2 cm
kiiglik parcalar halinde kesmek igin kiiglik bir testere kullanilmalidir. Her bir numune
icin ayr1 ayri testere agzi kullanilmalidir. Bu testere agizlari yeniden kullanmadan
once deterjan ile temizce yikanmali ve ¢amasir suyu ile iyice silinmelidir. Delici
aletler ve matkaplarda ayni yollarla temizlendikten sonra kullanilabilinirler; ancak bu

aletler kemik tozlarinin etrafa sagilmasini Onlemek ig¢in disik hizlarda
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calistirilmalidirlar. Her bireye ait numune calisildiktan sonra {izerinde calisilan
tezgah ya da masa ylizeyi ¢amasir suyu ¢ozeltisi ile silinmeli ve numuneler igin
kullanilan kagit havlu gibi malzemeler her numune igin degistirilmelidir. Caligilan
her numune tamamen kuruduktan sonra kapanabilen plastik kutular iginde ayr1 ayri
muhafaza edilmelidir ( Yang ve Watt, 2005 ).
2.3.2.3. aDNA laboratuar i¢i kontaminasyon kontrolii

“’Laboratuar kontaminasyon kontrolleri’” terimi, bir aDNA laboratuarindaki
siki1 tedbirleri ve Onlemleri adlandirmak i¢in kullanilmaktadir. Burada belirtilen
Onlemler bu alanda calisma yapan bilim adamlarina basarili aDNA caligmalar i¢in
katki saglayacaktir. Etkin bir laboratuar kontaminasyon kontrolleri i¢in 6zel bir antik
DNA laboratuari gereklidir. Bu gerekliligin nedenlerini maddeler halinde siralarsak:

1) Antik 6rneklerden 6zgiin DNA elde etmek ( Higbir modern DNA bu
laboratuarda hazirlanmamalidir),

2) DNA ekstraksiyon siirecine giren ve antik DNA 6rnekleri ile karigabilecek
amplifiye PCR f{irlinleri 6nlemek

3) Islenmis veya laboratuarda daha &nce islem gdrmiis olanlarm diger
orneklere bulagmasini 6nlemek

4) Eski insan DNA'st {izerinde c¢alisirken, antik DNA laboratuar
teknisyenlerinin, antik DNA o6rnekleri igine kendi DNA’larin1 bulastirmalarini
onlemek ( Yang ve Watt, 2005 ).

Etkili kontaminasyon kontrollerini uygulamak igin birka¢ diger tedbirde
yerinde alinmalidir. Bu tedbirler:

. Tamamen aDNA  c¢alismast i¢in  kurulmus antik DNA

laboratuarlarinda, ¢alisilacak antik kalintilar hazirlanmali, DNA ekstraksiyonu ve
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PCR’in kurulmas: amaciyla ideal donanim ve odalar amacina uygun olarak
hazirlanmalidir.

. DNA analizi i¢in segilen orneklerin kazi alaninda, tasmirken veya
toprak altinda kontaminasyona maruz kalabilecegi gbz oniinde bulundurulmalidir.
Calisilacak bu materyallerin kirlenmis yiizeylerinin temizlenmesi i¢in zimpara veya
elektrikli matkaplar gibi fiziksel yontemler kullanilmaktadir.

o PCR amplifikasyonu fiziksel olarak ayrilmis PCR laboratuarinda veya
alaninda yiritiilmelidir. Bu c¢alismalar minimum siirede ve en az kisi ile
yapilmalidir. Ciinkii siire ve calisan kisi sayis1 arttikca kontaminasyon riski de
artmaktadir

. Antik DNA laboratuarinda, hava UV — HEPA ile filtrelenmeli,

. UV 1sinlamasi mevcut DNA kalintilarint yok etmek i¢in kullanilmali,

. Tezgah, ara¢ ve geregler camagir suyu ile silinmeli,

. Laboratuar teknisyenleri koruyucu elbise, eldiven ve maske
giyinmelidir.

Bu basit uygulamalarin en etkili kontaminasyon kontrollerinden biri oldugu
kanitlanmistir ( Cooper ve Poinar, 2000; Hofreiter ve ark., 2001 ).

Tim “’laboratuar kontaminasyon kontrolleri’’ uygulandiginda, antik DNA
laboratuarindaki ¢alismalar sirasinda olusabilecek kontaminasyon olasiligi nemli
oOlglide azaltilabilir. Ne yazik ki, bu tedbirler eski kalintilarda, aDNA laboratuarina
gonderilmeden oOnce olusmus kirlenmeleri Onleyemez. Su anda miize ve
tiniversitelerde tutulan ¢ok 6nemli arkeolojik ve antropolojik eski kalintilar biiyilik
Ol¢iide kontaminasyona maruz kalmiglardir. 20 yil Once arkeologlarin ya da

antropologlarin kazi yaparken, gelecekte antik DNA c¢aligmalarinin gelisecegini
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tahmin edip ¢alisma esnasinda koruyucu onliik, eldiven ve maske gibi kirlenmeyi
Onleyici koruyucu elbiseler giymeleri miimkiin olmamistir. Bu kalintilar kazi
esnasinda kirlenmemis olsa bile, tlirlerin karsilagtirilmalari i¢in yapilmis olan sonraki
laboratuar ¢alismalarinda mutlaka kontaminasyona ugramislardir ( Gigli, 2011 ).

Antik DNA c¢alismalar1 i¢in labaratuvar Oncesi kontaminasyon ciddi bir
problem olabilir. Antik DNA labaratuvarlarinda antik kalintilarda meydana gelmis
kirlenmeyi ortadan kaldirmak ic¢in ¢ok farkli yontemler kullanmak zorunda
kalinabilinir. Bu dekontaminasyon siireclerine antik kalintilarin  kontamine
yiizeylerinin fiziksel olarak ortadan kaldirilmasi ya da kirli DNA’nin kimyasallarla
temizlenmesi de dahildir ki bu durumda kimyasallar antik kemik dokunun igine
kadar sizabilir. Dekontaminasyon, dogas1 geregi yikicidir ve dekontaminasyon i¢in
uygulanan her metot farkli seviyelerde antik kalintiyr etkileyebilir. Her numunenin
kazi ve depolama siireci farklidir ve buna bagli olarak kontaminasyon seviyeleri de
onemli Olclide degisebilir. Sonug¢ olarak dekontaminasyon siiregleri kontamine
DNA’nin tamamen ortadan kalkacagi anlamina gelmez. Eger dekontaminasyon ¢ok
yikictysa bu durum bugiine kadar gelebilmis 6zgiin DNA’y1 da yok edebilir. Eger
dekontaminasyon yeterli degilse bu durumda da kontamine DNA tamamen
temizlenmemis olabilir. Antik DNA c¢alismalarinda arastirmacilar dekontaminasyon
protokolleri ile ilgili dengeli kararlar almali ve ardindan da kontaminasyonu tespit
etmek i¢in farkli arastirma planlar1 uygulamalidirlar. Tiim bu siire¢ yogun bir emek
gerektirmekte ve ¢ok zaman almaktadir ( Kolman ve Tuross, 2000 ).

Malmstrom ve arkadaslar1 2005 yilinda, aDNA c¢aligmalarinda ¢ok yaygin bir
DNA kaynag olarak kullanilan miizelerdeki kemik ve dislerde elde edilen

DNA’larda insan kaynakli kontaminasyonun koékenini ve kapsamini arastiran bir
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makale yayinlamiglardir. Bu calismada 6zgiin DNA’y1 ayirt edebilmek i¢in kdpek
kemiginden elde edilen DNA kullanilmistir. Calismanin sonunda biitiin negatif
onlemler alinmasina karsin PCR’da elde edilen mtDNA’nin 152 bp’si kopege ait
iken 148 bp’sinin insana ait mtDNA oldugunu gézlemlemislerdir. Kontaminasyonu
engellemek i¢in biitiin standart prosediirler uygulanmasina ragmen 29 kopege ait
biitiin 6rneklerde kopek DNA’sindan daha fazla insan DNA’sina rastlanmistir. Bu
calismada negatif onlemler ve standart kontaminasyon onlemleri alinmis olmasina
ragmen DNA’nin kontamine olmasi engellenememistir. Sonug olarak arastirmacilar
kontaminasyonun kaynagimnin laboratuar prosediirlerinin standartlarina uygun olarak
uygulanmadigindan kaynaklandigini anlamislardir. Bu c¢alismada da anlasildig:
tizere aDNA analizleri, insana ait olmayan bir kemikte bu kadar kontamine
olabiliyorsa, Ozelliklede insan kokenli olanlarda, molekiillerin hasarli olmasi ve
kontaminasyon nedeniyle olduk¢a zordur ( Malmstrom ve ark., 2005 ).

Antik insan kalintilarindan hastaliklarin tanimlanmasi i¢in kullanilan aDNA
calismalarinin sayisinda belirgin bir artis gozlemlenmesine ragmen yaymlanmis
calismalarda uygulanan yontem ve metotlarin stnanmasi konusunda sorunlar devam
etmektedir. Arkeolojik kazilarda elde edilen mumya ve insan kalintilarindan aDNA
kullanilarak hastaliklarin tanimlanmasi ile ilgili 1993 ve 2006 yillar1 arasinda
yayinlanmis 65 makale, aDNA calismalarinda herkes tarafindan kabul edilmis onbes
kriter agisindan degerlendirilmistir. Bu kriterler:

1. Kazi1 boyunca dogru kontaminasyon énleme prosediirlerinin uygulanmasi

2. Ornegin kontamine olmus yiizeyinin tamamen ortadan kaldirilmas:

3. PCR oncesinde ve sonrasinda farkli laboratuarlarin kullanilmasi
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4. Antik DNA laboratuarinin ozellikle bu c¢alismalar i¢in hazirlanmis
olmasi

5. Laboratuarda galisan tiim personelin DNA veri tabani olusturulmali ve
aDNA ¢alismasinin sonuglariyla karsilastirilmali

6. Laboratuar i¢inde kontaminasyonu engelleyici kiyafetler giyilmeli

7. mtDNA veya niikler DNA analizleri kaydedilmeli

8. Uygun negatif kontroller kullanilmali

9. Uygun molekiiler davranis tanimlanmali

10. Sonuglar yeniden sinanmali

11. DNA analiz prosediirleri belirlenmeli

12. Sonuglar baska bir laboratuarda yeniden tekrar edilmeli

13. Ornekteki diger biyokimyasal bilesenler kaydedilmeli

14. DNA elde etmek i¢in kullanilan malzemenin miktar1 kaydedilmeli

15. Kontroller i¢in, aDNA icin kullanilacak malzemeyle iligkili diger
kalintilar ve toprakta incelenmeli

Arastirmanin sonunda bu yaymlardan %90’nin temel kontaminasyon
kontrollerini, %85’inin de bagimsiz sonuglar1 dogrulamak i¢in gerekli olan
prosediirleri uygulamadiklar1 goriilmiistiir. Sonu¢ olarak bu on bes kriterin
giinlimiizdeki ve gelecekteki aDNA ¢alismalarinda ¢ok onemli oldugu belirtilmistir (
Roberts ve Ingham, 2008 ).
2.3.2.4. Negatif testler
aDNA c¢alismalarinda, kontaminasyonun tespitine yardimci olacagi igin

negatif testler (numunenin morfolojik bilgileri ve diger tanimlamalar1)) mutlaka

uygulanmalidir. Bu alandaki arkeologlar ve antropologlar negatif testlerin
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uygulanmasina yardimci olabilirler. Antik DNA analizi i¢in numune hazirlanirken bu
numunelere ait tim morfolojik ve diger kimlik bilgileri ¢ikarilmali ve orneklere
yeniden numara verilmelidir. Varsa hayvan ve bitki 6rnekleri ile insana ait olmayan
kemik pargalari numune setlerine dahil edilmelidir. aDNA analizi bu sahte
numuneleri (insana ait olmayan, hayvan ve bitkiye ait DNA’lar) farkli DNA
dizilimlerinden dolay1 insan kalintilarinda ayirabilir. En iyi bigcimde uygulanan
kontaminasyon kontrolleri etkinlikleri, antik DNA analizlerini daha giivenilir bir hale
getirmektedir. Negatif test dedigimiz bu uygulamalarin géz oniinde bulundurulmasi,
kontamine DNA’nin ya da antik DNA’nin 6zgilnliigiiniin belirlenmesinde ¢ok
bilgilendirici olmaktadir ( Yang, 1997; Yang ve Watt, 2005 ).

aDNA alaninda calisan biitlin bilim adamlar1 kontaminasyonun ciddi bir
sorun oldugu konusunda hemfikirdir. Dolayisiyla da kontaminasyonun ortadan
kaldirilmas: bu alandaki calismalar i¢in en Oncelikli dikkate alinmasi gereken bir
sorun niteligi tasimaktadir. Yapilan ¢alismalar incelendigi zaman kontaminasyonun
onlenmesi ve ortadan kaldirilmasi ile ilgili en etkili ¢aligmalarin teknolojinin
gelisimiyle paralellik arz ettigi goriilmektedir. Bu calismalarda belirtilen
kontaminasyon Onlemlerine baktigimizda genelinde, siralamalar1 de§ismekle birlikte
ayni kriterlerin maddeler halinde siralandigr goriilmektedir. Ancak aDNA
caligmalarinda yukarda belirttigimiz kriterlerin herkes tarafindan kabul gormesiyle
birlikte uygulamada ortaya cikan farkliliklar, ¢aligmanin sonuglarini dogrudan
etkilemektedir. Biitiin kontaminasyon Onlemleri uygulandiktan sonra, aDNA’nin
Ozglinligiiniin  smanmas1 i¢in gerekli olan kriterleri, bu alanda oncii bilim
adamlarindan biri olan Svante Paabo 2004 yilinda “’aDNA’dan Genetik Analizler’’

adi altinda yayimladigi makalesinde sekiz madde halinde siralamistir.
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1. Amplifikasyon {riinlerinin klonlanmast ve birden fazla klonun
sekanslanmasi

2. Ornek alinim kontrolleri ile PCR kontrollerinin yapilmasi

3. Ayni veya farkli 6rneklerden tekrarlanan amplifikasyonlar yapilmasi

4. Amplifiye edilen DNA molekiil say1 miktarlarinin 6l¢iilmesi

5. Amplifikasyon etkililigi ile amplifikasyon uzunlugunun tersine iliskisi

6. Makromolekiilerin korunmasi konusunda dikkatli olunmasi

7. mtDNA’y1 niikleer girdilerden arindirilmast

8. Ikinci bir laboratuarda 6rneklerin analizi ( Paabo, 2004 ).
2.3.3. aDNA Laboratuari Ve Ozellikleri

Bir aDNA laboratuarinin en temel amaci, antik kalintilardan elde edilen
DNA’nin modern DNA ile kontaminasyonunu engellemektir; ¢iinkii 6liimden sonra
olusan hidrolitik, oksidatif ve enzimatik siire¢ler antik kalint1 icerisindeki DNA
yogunlugunu azaltmaktadir. aDNA laboratuarlart 6zellikle antik insan kalintilarinin
DNA analizi igin ¢ok onemlidir. Bu laboratuarlar miize ve kazida ¢alisan arkeolojik
ve antropolojik personel tarafindan neden olunan kontaminasyonu (ki bu
kontaminasyon riski hayvan ornekleri ile kiyaslandiginda insan kalintilarinda ¢ok
daha yiiksektir) minimize etmek icin Ozellikle insan kalintilar1 ¢alismalarinda bir
zorunluluktur.

aDNA calismalari iki ayr1 laboratuarda gergeklestirilir. Bunlardan ilki, antik
DNA laboratuaridir (pre-PCR). Burasi numune hazirlama, DNA ekstraksiyonu ve
PCR siireglerinin tiimiinii kapsar. Ikinci laboratuar (post-PCR), jel elektroforezi ve

DNA dizi analizinin yapildig: standart bir molekiiler genetik laboratuaridir.
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PCR oncesi ve sonrasi laboratuarlar bir birinden ayri binalarda olmalidir.
Laboratuarlar arasindaki bu zorunlu mekansal ayrim ozellikle iki mekéan arasinda
kontaminasyona neden olabilecek modern DNA’nin tasinmasini engellemek i¢in ¢ok
onemlidir. PCR oOncesi ve sonrasi i¢in gerekli donamimlara sahip farkh
laboratuarlarin hazirlanmasi gerekmektedir. Laboratuarlar ve tiim ekipmanlar bu is
icin hazirlanmis olmalidir. Hi¢ bir modern DNA c¢alismas: bu laboratuarlarda
yapilmamalidir. ideal olarak n PCR laboratuarinda UV filtreli havalandirma sistemi
ve pozitif basingli hava akimi olmalidir. Steril tek kullanimlik malzemeler ve filtreler
kullanilmalidir. Eldiven, maske, ¢izme ve laboratuar onliigii giyilmelidir. %10’u
camasir suyundan olusan temizlik malzemesi ile ekipmanlar temizlenmeli, ortamin
1isiklandirilmasi igin de UV 1s1k kullanilmalidir ( Yang, 2003 ).

Bir aDNA laboratuarinda kullanilacak alanlarin tiimii bir birinden bagimsiz
olmalidir. Antik DNA alaninda galisan Paabo, Yang, Cooper ve Poinar gibi bilim
adamlar1 kontaminasyonun onlenmesi i¢in alinmasi gereken Onlemleri siralarken,
aDNA laboratuarlarinin bu 6zelligini 6nemle vurgulamislardir. Yine bu alanda
calismakta olan Burger, bir aDNA laboratuarmin nasil olmasi gerektigini ve
olusturulan her bir alanin 6zelliklerini sekil 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ve 18’da
gosterildigi gibi sematize etmistir. Burger aDNA laboratuarini bir birinden bagimsiz

sekiz alana boélmistiir. Bu alanlar:
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Soyunma odasi1

Ozel kiyafetlerin giyildigi oda

Bilgisayar odas1

UV odasi

Orneklerin hazirlandig1 oda

Orneklerin kesildigi oda

DNA alinan oda
PCR odasi
Sekil 10: aDNA Laboratuari
(W PgR ) ] O
] Ornellerin Bilzisa 2. Soyunma 1. Soyunma
|V Odasa Temizlendigi Oﬁl i Odas1 Odasa
| Oda
N\
1 |
n U N3 N ? S N

N

Orneklerin
DNA
Tiiplerine
Ahnihig1 Oda

O I

Orneklerin Kesildigi Oda

I—

Ormeklerin Hazarlandiga Oda

r] >
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1. Soyunma Odasi

2. Ozel Kivafetlerin Givildigi
Oda

3. Bilgisayar Odasi

4. UV Isinlarla Orneklerin
Temizlendigi Oda

5. Orneklerin Hazirlandiga
Oda

6. Orneklerin Kesildigi Oda
7. Orneklerin DNA Tiiplerin
Alindrgr Oda

8. aDNA'min Kopyalandig:
PCR Odas:



1. Soyunma Odas:: Biitiin giysilerin ¢ikarildigi birinci soyunma odasidir.

Sekil 11: Soyunma Odasi

(= (] (-
IV PCR Ormeklerin Bilgisayar 2. Soyunma 1. Soyunma
© Odas1 Temizlendigi Odasa Odas1 Odas1
" Oda W
" N . ~
I
- i S 1
: [ I Orneklerin Eesildigi Oda
" 1
Brmeklerin [ ) % ]
DNA n T
Tiiplerine
Almdig
Oda Orneklerin Hazmrlandig: Oda
(.

2. Ozel Kiyafetlerin Giyildigi Oda: Biitiin kiyafetler ¢ikarildiktan sonra

kontaminasyonu engellemek i¢in tasarlanmis Ozel kiyafetlerin giyildigi ikinci

soyunma odasidir.

Sekil 12: Ozel Kiyafetlerin Giyildigi Oda
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3. UV Isinlarla Orneklerin Temizlendigi Oda: UV 1sinlar1 mevcut kontamine
DNA kalintilarin1 yok etmek i¢in kullanilmaktadir.

Sekil 13: UV Isinlarla Orneklerin Temizlendigi Oda

Orneklerin
Temizlendigi Oda

4. Orneklerin Hazirlandigi Oda: aDNA calismasinda kullanilacak &rneklerin
kontamine yiizeylerinin temizlendigi odadir. Bu temizleme islemi tamamen sanitize
edilmis matkap, zimpara, kaziyict ve kompresor gibi aletlerle yapilmaktadir.

Sekil 14: Orneklerin Hazirlandign Oda

Orneklerin Hazirlandi31 Oda

5. Orneklerin Kesildigi Oda: Antik DNA’nin elde edilmesi igin antik

kalintinin kesildigi odadir. Burada 6zellikle vurgulanmasi gereken, DNA’nin elde
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edilmesi i¢i kullanilacak malzemede olusabilecek hasarlardir. Bu kalintilarin daha
sonraki morfolojik ¢aligmalarda kullanilma ihtimalide de g6z 6niinde bulundurularak

Onem derecesi daha az olan malzemeler secilmelidir.

Sekil 15: Orneklerin Kesildigi Oda

/

6. Orneklerin Toz Haline Getirilmesi: Fosil kalintilar kesildikten sonra
DNA elde edebilmek i¢in toz haline getirilir.

Sekil 16: Orneklerin Toz Haline Getirilmesi

7. Toz Haline Getirilen Orneklerin DNA Tiiplerine Alinmasi: Burada toz

haline getirilmis antik kalintinin 1-2 gram1 DNA ekstraksiyonu i¢in DNA tiiplerine
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alinir. Daha sonra uygun kimyasal maddeler ve yontemler kullanilarak antik DNA

elde edilir.

Sekil 17: Toz Haline Getirilen Orneklerin DNA Tiiplerine Alinmasi

8. aDNA 'min Kopyalandigi PCR Odasi: Antik kalinidan DNA elde
edildikten sonra, analiz i¢in gerekli olan DNA’nin elde edilmesi i¢cin mevcut DNA
PCR yardimiyla yetecek oranda kopyalanir.

Sekil 18: aDNAnin Kopyalandigi PCR Odasi

Biitiin bu asamalardan sonra ¢ok sayida kopyasi elde edilen antik DNA

Ornegi standart bir molekiiler genetik laboratuarinda sekanslanir. Son olaraktan
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calismanin amacina bagl olarak bu sekanslar bilim adamlari tarafindan yorumlanir.
Gliniimiizde uygulama alanlar1 ¢ok daha genisleyen aDNA c¢alismalar1 dogay1 ve

canlilar1 daha iyi tanimamizi saglamaktadir.
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BOLUM I
3. ANTIK DNA’NIN iZOLASYONU VE ANALIZi

DNA’nin hemen hemen biitiin canlilarin kalitim materyali oldugunun kesfi ve
1953’te ¢ift sarmalli yapisinin kesfiyle birlikte insan DNA c¢alismalar1 farkli bir
boyuta tasmmistir. 1985’te  PCR’mn  kesfi ve 1990-2003 yillarn arasinda
gerceklestirilen “’Insan Genom Calismalar1” ile insann DNA diziliminin
tamamlanmasi bu alandaki ¢alismalar1 en u¢ noktaya tagimistir. Ancak tiim bunlara
ragmen uygulamadaki bazi teknik giicliikler antik DNA calismalar1 ile ilgilenen
arastirmacilar igin kisitlayici olmaktadir ( Yang ve Watt, 2005 ).

Molekiiler biyoloji ve antropolojide kullanilan aDNA’nin analizi ¢aligsmalari
bir takim asamalardan olusmaktadir. Bu asamalar:
1. DNA ‘nin izolasyonu
2. Restriksiyon endoniikleazlar araciligiyla DNA nin kesilmesi
3. Jel elektroforezi kullanilarak farkli boyutlarda ki DNA’larin ayrilmasi
4. Jelde kalan DNA’larin destek membrana alinmasi
5. PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
3.1. DNA’NIN IZOLASYONU

Molekiiler biyolojide DNA analizlerinde PCR tekniginin kullanilmasi ile
birlikte eski materyallerden DNA izolasyonu ve DNA’nin ¢ogaltilmas: miimkiin hale
gelmis ve eski DNA calismalar1 antropolog ve arkeologlar i¢in genis bir calisma
alan1 olusturmustur ( Paabo ve ark., 1989 ). Ancak bu alanda yapilan ¢alismalarda bir
takim teknik yetersizlikler ve sorunlar mevcuttur. Bu sorunlardan en 6nemlisi de
calisilacak Ornegin Ozgiin olup olmadigidir ( Wayne et al., 1999 ). Eski DNA

orneklerinde kontaminasyon riski yiliksek olmakla birlikte cok az miktarlarda
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meydana gelecek kirlenmeler dahi materyalin 6zgiinliigiinii bozabilmektedir.
Kontaminasyon bu nedenle aDNA ¢alismalarinda son derece biiyiik bir sorun haline
gelmistir.

Kontaminasyon sorunu DNA izolasyonunda kullanilacak malzemenin
topragin altinda beklemesi ile baslar. Bu esnada malzemeye temas edebilecek en
kiiciik bir canli bile malzemenin 6zgiinliiglinii bozabilmektedir. Kontaminasyonla
ilgili boliim iki de belirtilen biitiin 6nlemler alindiktan sonra numuneden DNA
izolasyonuna baslanilabilinir.

DNA molekiilleri hiicre igerisinde ve diger hiicre organelleri ile birlikte
bulunmaktadir. Bu nedenle DNA calismalarinda oncelik bu kalittim materyalinin
diger organellerden izolasyonudur. Burada dikkat edilmesi gereken en énemli husus
cogaltilabilinecek kadar DNA’nin izole edilmesidir. DNA’nin izolasyonu, degisik
organizma gruplarinda hatta ayn1 organizma grubu igerisinde farkliliklar gosterse de
temelde lic asamadan meydana gelir.

1.  Hiicre duvarinin par¢alanmasi

2. DNA protein kompleksinin ¢éziilmesi

3. DNA’nin ortamdaki diger molekiillerden ayrilmasi

Degisik organizmalardaki yapisal farkliliklar bu organizmalardan DNA
izolasyonunda da farkli kimyasallarin kullanimi zorunlu kilmaktadir ( Kotan, 2010 ).
3.1.1. Antik Kemikten DNA izole Etmede Kullanilan Y&ntemler
3.1.1.1. Fenol kloroform yontemi

Bu yontem protein komponentlerini uzaklastirarak niikleik asitleri
saflagtirmayr  hedeflemektedir. Temel olarak fenol Kkloroform ekstraksiyon

yonteminde;
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. Fenol proteini baglar ve etkili bir sekilde denatiire eder.

. Kloroform ise fenolii baglar.

. Fenol benzen halkasina OH- molekiiliiniin baglanmasiyla olusan bir
kimyasaldur. iyi bilinen bir kanserojen olmasinin yan: sira son derece asindiricidir ve
ciddi yaniklara neden olabilir. Kimyasal ad1 triklorometan olan kloroform ise yaglar
¢ozen ve toksin etkisi yiiksek bir maddedir. Bu nedenle fenol ve kloroform hem
DNA’nin bozulmasina neden olabilir hem de kullaniciya zarar verebilir. Ayrica fenol
kloroform ekstraksiyonunun c¢ok basamakli bir metot olmas:i dolayisiyla DNA
kayiplarinin olugmasint ve kontaminasyon riskini arttirmas: agisindan uygulanmasi
zor bir yontemdir ( Kotan, 2010 ).
3.1.1.2. Silika yontemi

Silika yonteminde hiicre pargalayict olarak Guanidium izotiyosiyanat
kullanilmaktadir. Guanidium izosiyanat hiicrelerin pargalanmasi ile agiga ¢ikan
RNA’nin degradasyonunu engelleyen bir kimyasaldir.

Silika yontemi ile; DNA ekstraksiyonu guanidium izotiyosiyanatin pozitif
yikli amin gruplart igeren ucuna DNA, diger ucuna da silika pargaciginin
baglanmas: esasina dayanan bir metottur. DNA’nin silikaya baglanmasi sonrasi
yapilan yikama isleminde ortamda bulunan protein ve istenmeyen komponentler
uzaklastiritlir ve DNA ortamdan daha saf halde elde edilir. Bu sayede PCR
inhibitorlerinin bir kismi da ortamdan uzaklastiriimis olur ve PCR i¢in daha yiiksek
kalitede ve miktarda DNA izolasyonuna imkéan saglar. Fakat fazla kontaminasyon
olmasi veya farkli iyon degisimi DNA’nin silikaya baglanmas: engelleyebilir ve bu
gibi durumlarda pozitif sonug alinamayabilir. Yine de yiiksek molekiil agirlikli DNA

geri kazanimlar i¢in tercih edilecek en uygun metot silika yontemidir( Kotan, 2010).
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3.2. RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZLAR ARACILIGI ILE DNA’NIN
KESILMESI

Bu asamada izole edilen DNA molekiilleri restriksiyon endoniikleaz (RE)
denilen enzimlerle kesilirler. RE enzimleri, kisa DNA dizilerini 6zgiil olarak taniyan
ve bu dizilimlere yakin bolgelerden veya bu dizilimler i¢cindeki ¢cok 6zel bdlgelerden
DNA’y1 kesen yapilardir. Giiniimiizde 300’e yakin farkli DNA dizilimini taniyan
yaklasik 3000°den fazla RE enzimlerinin varligindan séz edilmektedir. RE
enzimlerinin ¢ok biiyiilk bir kismi bakterilerden, ¢ok az bir kismi da virlis ve
okaryotlardan izole edilmistir ( Temizkan ve ark., 2008 ).
3.3. JEL ELEKTROFOREZI KULLANILARAK FARKLI BOYUTLARDA KI
DNA’LARIN AYRILMASI

Elektroforez, elektriksel bir alanin etkisi altinda sivi bir ortamda yiikli
partikiillerin goclidiir. Genel olarak DNA kanditasyonu yani miktarin1 belirlemek
icin kullanilir. Bu asamada RE enzimleri aracilifiyla kesilen DNA parcalar
boyutlarina gore bir birinden ayrilir.
3.4. JELDE KALAN DNA’LARIN DESTEK MEMBRANA ALINMASI

Jel elektroforezi islemi bittikten sonra jeldeki DNA destek membrana

aktarilir. Bu aktarma icin birgok farkli yontem kullanilmaktadir. En bilinenleri;

. Kapiller transfer
° Elektroforetik taransfer
° Vakumlu transfer

3.5. DNA’NIN KOPYALANMASI VE ANALIZI
Bu son asamada elde edilen DNA parcalart ¢ogaltilip goriintiilenmeye hazir

hale getirilir. DNA’nin ¢ogaltilmasi ve diziliminin goriintiilenmesin de, yapilan
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arastirmanin amacina gore birgok farkli ara¢ ve yontem kullanilmaktadir ( Gigli,

2011; Kotan, 2010 ).

Bunlar:

1. PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

2. Gergek Zamanli PCR (Real -Time PCR)

3. Yeni Nesil DNA Dizileme (Next Generation Sequencing (NGS))
4. RFLP (Restriction fragment length polimorphism)

5. STR (Short Tandem Repeat ) Kisa Ardisik Tekrar Dizileri

3.5.1. PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminin Kary Mullis tarafindan 1985
yilinda tanimlanmasindan sonra niikleik asit amplifikasyon yontemleri hizla tam
laboratuarlarina girmistir. Hizli sonu¢ vermesi, konvansiyonel yontemlerle
saptanmast zor ya da imkansiz mikroorganizmalar:1 saptayabilmesi ve yiiksek
duyarlilig1 nedeniyle klinik mikrobiyoloji alaninda 6nemli bir tanisal yontem haline
gelmistir ( Pinar ve ark., 2009 ).

PCR isleminde amag, dizilimi bilinen iki bolge arasinda bulunan bir DNA
parcasini ¢ogaltmaktir. Bir DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri sentetik
tepkimenin primerleri olarak iki oligoniikleotit kullanilir. Bu oligoniikleotitler tipik
olarak farkli dizilere sahiptir. Yine bu oligoniikleotitler, kalip DNA’nin karsi
dizilerinde uzanan ve kopyalanacak DNA’nin pargasi yaninda bulunan dizilere
estirler. Kalip DNA ilk once iki oligoniikleotidin ve dort deoksiriboniikleozid
trifosfatin (Dntp) varliginda, 1siyla denatiire edilir. Daha sonra tepkime karisiminin
1s1s1, oligoniikleotid primerlerinin kalip dizilere yapismasina olanak verecek sekilde

diisiiriiliir. Primerler yapistiktan sonra uygun bir 1s1ya ¢ikarilarak DNA polimeraz ile
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uzatilir. Denatiirasyon, annealing (yapisma) ve DNA sentezi dongiileri bu sekilde
bircok kez tekrarlanir. Amplifikasyonun bir dongiisiiniin iiriinleri sonraki i¢in kalip
gorevi gordiigiinden her bir basarili dongli temel olarak istenilen DNA iiriiniiniin
miktarini ikiye katlar ( Devrim ve Kaya, 2004; Temizkan, 2008 ).

PCR ¢ degisik sicaklikta calisan basamaklarin bir dongii halinde
tekrarlanmasi ile gergeklestirilir. ilk basamak denatiirasyondur ve 94°C’ye 1sitilan
DNA’nin iki zincirinin birbirinden ayrilmasi séz konusudur. Ikinci basamak
birlesmedir (annealing). Sicakligin diisiiriilmesi ile primerler ¢ogaltilacak bdlgenin
uclarinda yer alan kendilerine 6zgiil dizileri taniyarak hidrojen baglar ile baglanirlar.
Primerlerin 6zgiil olarak baglanmasi i¢in kullanilan sicaklik genellikle 50-70°C
arasdadir. Ugiincii basamak polimerizasyon ya da sentez asamasidir. Reaksiyon
karisimi sicakliga direngli DNA polimerazin calistigi optimum sicaklik olan 72 °C
getirildiginde, primerlere baglanan enzim molekiilleri dizinin 3° ucuna kalip DNA’ya
uygun niikleotitleri ekleyerek DNA sentezi yaparlar. Bu ii¢ basamak bir dongliyii
olusturur ve her tekrarlanista iki primer arasinda kalan 6zgiil DNA par¢asinin birer
kopyas1 ¢ikartilarak baslangictaki DNA miktar1 her dongiide geometrik olarak
cogaltilir ( Pinar ve ark., 2009 ).

Antik DNA c¢alismalarinda bu alana 6zgii en ciddi sorun yeterli miktarda
0zgiin DNA elde edilememesidir. Cooper ve Poinar 2000 yilinda antik DNA veri ve
sonuglarinin kalitesini saglamak i¢in hazirlanmis dokuz kriter yaymladi. Daha sonra
bu kriterler 2005 yilinda Gilbert ve arkadaslar1 tarafindan daha detayli ve kapsamh
bir hale getirildi. Bu kriterler uygulanmasina ragmen o6zellikle antik insan
kalintilartyla ilgili  ¢alismalarda, Onceden olusma ihtimali yiiksek olan

kontaminasyon 6zgiin DNA verimini azaltmaktadir. Bu sorunun ortadan kaldirmasi
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icin son yillarda PCR teknolojisinde bir takim degisikliklere gidilmistir. Kantitatif
PCR (Q-PCR) ve g¢oklu PCR (Multiplex-PCR) bu amagla gelistirilmis PCR
uygulamalaridir. Kantitatif PCR, bir PCR {iriinlin baslangi¢ miktarin1 6lgmek igin,
coklu PCR’da birden fazla primer ¢ifti kullanilarak birden fazla sekansi es zamanlh
gerceklestirmek i¢in kullanilir ( Gigli, 2011 ).

Yukarida belirtildigi tizere aDNA ¢alismalari, 6zgiin ve az miktarda hasarsiz
DNA’ya ulagilmasi ve PCR siirecinde ortaya ¢ikan problemler nedeniyle oldukca zor
bir siirectir. Bu zorluklarin asilmasi i¢in teknolojik gelismelerle paralel olarak yeni
yontemler uygulanmaktadir. Bu yontemlerden biride Blow ve arkadaglar tarafindan
gelistirilen ve uygulanan “’Genomewide adapter-mediated emulsion PCR
amplification’” (Genom i¢inde adaptér emiilsiyonu ile PCR amplifikasyonu)
yontemidir. Arastirmacilar tahminen 45 bin ile 69 bin yillik fosil memeli
kalintilarinda bu yontemi uygulamislardir. Sonug olarak daha dnce mtDNA elde
edilememis bu drneklerde, soyu tiikenmis memelilerin filogenetik siniflandirmalarini
ve diger canlilarla karsilastirmalarin1 yapabilecek kadar niikler DNA elde edilmistir.
Bu calismada da gosterildigi gibi aDNA ¢alismalarinda gelisen teknolojiyi ve farkl
yontemleri kullanmak, ge¢miste yasamis canlilarin tanimlandirilmast  ve

smiflandirilmasini ¢ok daha miimkiin kilmaktadir ( Blow ve ark., 2010 )
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Sekil 19: PCR Dongiisii

Hedef DNA
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3.5.2. Gergek Zamanli PCR (Real -Time PCR)

* tamamlayici ipligi
sentezler.

5. Bir dongii sonras:
DNA'nm istenilen
hilgesinin kopyasi elde
edilir.
— Forward Peimer
E Laverd Primmer

@D  TaqoHAFo

Gergek zamanli PCR (Real-time PCR) yontemi c¢esitli amaglarla niikleik

asitlerin kalitatif veya kantitatif olarak saptanabilmesi amaciyla kullanilabilmektedir.

Realtime PCR yontemini, daha 6nceden gelistirilmis olan standart PCR yonteminden

ayiran iki onemli 6zellik vardir: Birincisi, real-time-PCR yonteminde termal dongii

cihaziyla birlestirilmis bir optik okuma sisteminin kullanilmasidir. Ikincisi ise, PCR

islemi sirasinda amplifikasyonu bilgisayar ekranina yansitacak bir probun veya

problarin bulunmasi geregidir. Bu nedenle 6zellikle uygun prob seg¢imi, real-time
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PCR isleminin verimliligini etkileyen en onemli basamaklardan biridir. Probun
islevi, cihaz igerisinde gergeklestirilmis olan ¢ogaltma isleminin, gozle goriiliir hale
getirilmesidir. Prob kullanilmadan da, PCR tiipi igerisinde uygun primerlerin,
dNTP’lerin ve enzimin kullanimiyla PCR islemi ger¢eklesecektir. Ancak prob
kullanilmadan sonucun real-time PCR cihazinin bilgisayarinda goriintiilenmesi
miimkiin olmayacaktir. Problar, florofor denen ve belirli dalga boyundaki isikla
uyarildiginda florsan 1sima yayabilme 6zelligine sahip sentetik oligoniikleotidlerdir.
Genel olarak bakildiginda prob dizileri, PCR tiipii igerisinde ¢ogaltma islemi
gerceklesirken, ¢ogaltilmis olan hedef DNA zincirlerine baglanarak florsan isima
olugmasina neden olurlar. Bu islemin gergeklesebilmesi i¢in problar, hedef DNA nin
belirli bir dizisine komplementer olacak sekilde dizayn edilmelidirler. Prob, tek
zincirli hedef DNA {iizerinde komplementer oldugu bélgeye baglandiktan sonra, real-
time PCR cihazinin 151k kaynagi, PCR tiipli i¢ine uyarict kisa dalga boylu 11k
gonderir. Kisa dalga boylu 1s181in absorpsiyonu sonrasinda, uzun dalga boylu 151k
salmim1 olusur. Boylece gergeklesen florsan i1sima, cihaz tarafindan algilanir. PCR
tiipti icerisinde ne kadar ¢ok hedef DNA varsa o kadar ¢ok prob baglanacak ve
florsan 1s1ma miktar1 da o derecede fazla olacaktir. Real-time PCR islemi ile
cogaltilmis olan hedef dizilerin goriintiilenebilmesi amaciyla kullanilan ¢esitli
problar mevcuttur. Buradaki temel amag, ¢ogaltilmis olan PCR iirlinleriyle,
kullanilan probun etkilesime girmesinin saglanmasidir. Bunun sonucunda hedef
DNA’ya florsan veren boyalarin baglanmasiyla DNA kantitasyonu miimkiin
olabilmektedir. Real-time PCR yonteminde florsan kimyasi, iki simif altinda
incelenebilir: Jenerik (genel) yontemler ve zincire oOzgiil yontemler. Jenerik

yontemlerde DNA’ya 6zgiil olmadan baglanan problar kullanilir. Bir bagka deyisle
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bu yontemde kullanilan problar PCR tiipii igerisindeki her cift zincirli DNA’ya
baglanarak florsan olusmasina neden olurlar. Zincire 6zgiil yontemlerde kullanilan
problar ise, primer baglanma bolgeleri arasindaki hedef DNA’nin komplementer bir
bolgesine baglanarak florsan isimaya neden olurlar. Bu yontemlerin avantaji, primer-
dimer baglanmasi gibi 0zgiil olmayan ¢ogaltma iirtinlerinin florsan 1simayla
sonu¢lanmamasidir. Bu nedenle ozgiilliikleri daha yiiksektir ve daha iyi sinyal
olusumu saglarlar ( Pinar ve ark., 2009 ).
3.5.3. Yeni Nesil DNA Dizileme (Next Generation Sequencing (NGS)) Ydntemi
Yeni nesil DNA dizileme sistemleri ile fosil, sa¢ ve kemik gibi donmus veya
korunmus orneklerden elde edilen DNA’larin genis kapsamli analizlerini yapmak
miimkiindiir. Dizileme sonucunda, atasal hedef diziler ¢evresel kontaminasyondan
ayirt edilebilir. Yeni nesil DNA dizileme sistemleriyle yiiksek dogrulukla, ultra hizl
olarak dizileme yapilabilmektedir. Bu yontemle elde edilen bir mikrobiyal genom
dizisi aragtirmacilara baska higbir deneysel yontem ile elde edilemeyecek kadar
zengin ve 0zgln bilgi saglamaktadir. Yeni nesil DNA dizileme teknigi ’De nova
dizileme’’, ’Shotgun ve Paired-end dizileme’’ yontemlerini kapsamaktadir. Biitiin
genom dizileme sistemi ile dizileme kiigiik DNA parcaciklart ve adaptdr dizilerinin
pikolitre hacimlerde biiyiikk capli paralel dizileme ile dizilenmesi prensibine
dayanmaktadir. Shotgun dizileme metodu uzun DNA pargalarini dizilemek icin
kullanilir. Bu metotta biiylik boyutlardaki genomik DNA veya bakteri yapay
kromozomlar fiziksel olarak, rastgele kiiciik (300-800 bp) boyutlara pargalanir. Bu
DNA parcaciklari, uglarina eklenen adaptorlerden DNA yakalama boncuklari
tarafindan tutularak bir DNA Kkiitiiphanesi olusturulur. Daha sonra her bir boncuk

tarafindan yakalanan DNA pargacigl ayr1 ayri dizilenir ve okunan biitiin parcalar
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biyoinformatik yazilimlarla birlestirilir. Giiniimiizde kullanilan yeni nesil dizileme
sistemleri; Roche 454 genome analyzer, Illumina Genome Analyzer, Applied
BioSystem SOLID, Complete Genomics, Helios, Pacific Biosciences ve Ion
Torrent’dir. Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi hayal bile edilemeyecek kadar ¢ok
bilgi ve yeni yaklasimlar saglar. Fakat bu kadar ¢ok bilginin depolanmasi, analizi ve
degerlendirilmesinde biiyiik giigliikler vardir. Yeni nesil DNA dizileme
teknolojisinin basarili bir sekilde kullanilmasi i¢in gelismis biyoinformatik analiz
araglarma ihtiya¢c duyulmaktadir. Ayrica ¢ok sayida kisa okuma elde edilmesinde
onemli bir problemdir. Okuma uzunlugu ve hata orani konusu hala gelistirilmektedir.
Insan evrimiyle ilgili ¢alismalarda yeni nesil dizileme ile 38 bin ile tarihlendirilmis
bir Neanderthal fosilinden elde edilen antik DNA, dizilenerek giiniimiiz insan ve
sempanze DNA’lar1 ile karsilastirilmis ve Neanderthal DNA dizisinin modern insan
DNA dizilerinden 500 bin yil kadar 6nce birbirinden ayrildigi tespit edilmistir. Bu
calismada Neanderthal kemiginden (0,3 gr) elde edilen pargalanmis 8341 mtDNA
dizisi, yazilim programi ile birlestirilerek 4.8 Gb’lik tam mtDNA dizisi elde
edilmistir. Neanderthal mtDNA’s1 ile modern insan mtDNA’s1 dizilenerek
karsilagtirillmis ve Neanderthal mtDNA’sinda kodlanan 13 protein ve elektron
transpor zincirinde sitokrom-c oksidaz’in iki alt biriminde ¢ok sayida amino asit
degisimleri tespit edilmistir ( Ustek ve ark., 2011 ).
3.5.4. RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism)

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biiytikliikteki fragmanlara
ayrilmast RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism) olarak adlandirilir.
Restriksiyon endoniikleazlar1 (RE) olarak bilinen enzimler DNA’y1 4-6 baz ciftinden

olusan tanima boélgelerini kullanarak keserler. Enzim tanima bdlgesinde olusan bir
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degisiklik, bolgenin  enzimlerce taninmamasina ve kesme isleminin
ger¢eklesmemesine sebep olur. Bu yontem polimorfizm ¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Tlki Hamilton tarafindan kesfedilen Hind III basta olmak iizere, 200
den fazla farkli bakteri tiirlinden, her biri bakterinin orijinal isminin kisaltmasi ile
anilan ¢ok sayida restriksiyon enzimi bulunmustur. Her DNA molekiilii farkli kesim
noktalarina sahip bolgeleri icerir. Bu DNA bolgeleri aymi restriksiyon enzimi
kullanilarak kesildiginde bireylerin tasidig1 mutasyonlara bagli olarak degisik miktar
ve uzunlukta parcalar elde edilebilmektedir. Yontem temelde dort adimdan meydana
gelmektedir; DNA izolasyonu, PCR, elde edilen PCR iiriiniiniin restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesimi ve elektroforez ile kesilen fragmanlarin ayrimi,
goriintiilenmesi ( Boyacioglu ve Diindar, 2012 ).

Insan genomunun yalnizca %3’iinii protein kodlayan genler yani ekzonlar,
geri kalan %97’sini ise intronlar ile gorevi bilinmeyen veya tespit edilmemis DNA
olusturur. Bu %97 DNA, ¢6p DNA olarakta adlandirilir. Insan DNA’s1 kisiden kisiye
yapisal degisiklik gosterebilmektedir. Bu degisiklerin ¢ogu kodlayici olmayan
bolgelerde olmakla birlikte kodlayict bolgelerde de olabilir ve bu olay bir proteinde
saptanabilir bir degisiklik olarak ifade edilir veya sessiz kalir. Bu yapisal
degisikliklerin yaygin bir sekli, baz c¢iftlerinin bir ile yiizlerce kez ardisik degisken
tekraridir (Tandem Repeats). Baz c¢iftlerindeki bu farkli dizilimler, ¢esitli sinirlayici
enzimler tarafindan kesilen DNA’nin, kesilme bolgelerinde degisikliklere neden olur
ve bu bolgeler arasindaki DNA uzunlugu degisir. Bu ylizden farkl kisilerin
restriksiyon enzimlerince kesilmis DNA pargalarinda uzunluk polimorfizmi (RFLP)
vardir. Ozetlenecek olursa polimorfik bir bdlge restriksiyon enzimlerinden biri igin

hedef kesim bolgesi olusturuyorsa, RFLP yontemiyle kesim bdlgesinin varligi veya
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yokluguna bakilarak polimorfizm belirlenebilir. RFLP analizi, suglularin
arastirilmasi, babalik tayini ve popiilasyon genetigi calismalarinda belirgin bir degere
sahiptir. Insan ve hayvan evriminin incelenmesi ve kalitimsal hastaliklara neden olan
genlerin kromozom iizerindeki yerlesimini saptamada da deger tasir. Bu yontem dort
temel adimda gerceklestirilmektedir. Bunlar DNA’n1 izolasyonu, DNA’nin RE ile
kesimi, kesilen DNA’nin elektroforezi ve en son asamada ise jeldeki DNA
pargalarinin gériintiilenmesidir ( Devrim ve Kaya, 2004 ).
3.5.5. STR (Short Tandem Repeat ) Kisa Ardisik Tekrar Dizileri

“STR” kisa ardisik tekrarlardir. Zarar goérmiis DNA orneklerinden bile
calismay1 kolay hale getirmeleri agisindan biiylik avantaj saglayan STR boélgeleri
genomda hemen hemen biitiin kromozomlarin tizerinde bulunur. STR bélgelerindeki
tekrar sayisinin bireyden bireye farklilik gostermesi ve diisiik mutasyon oranina
sahip olmast kimliklendirme ¢aligmalarinda STR’leri genetik isaretleyici olarak 6n
plana ¢ikarmistir. STR ¢alismalar1 Y ve X kromozomlari iizerindeki STR’ler olmak
tizere iki ¢esittir. Y-STR analizleri, otozomal STR bélgelerinden farkli olarak sadece
erkeklerde bulunan Y kromozomu fizerindeki kisa tekrar bdlgelerinde yapilan
caligmalardir. Y kromozomunun otozomal genler tasiyan kii¢iik bir parcasi disinda
kalan bolgeleri mayozda rekombinasyona girmez ve bu sebeple Y-STR’ler birbirleri
ile bagl haplotipler olarak kalitilir. Bu da kusaklar boyunca baba tarafindan tiim
erkek akrabalarda Y-STR profilinin ayni1 olmasi ile sonuglanir. Bu dzellikleri sebebi
ile Y-STR sistemleri antropolojik c¢alismalarda, genis ailelerde soy agaci
cikartilmasinda ve adli olaylarda babaya ulasilamadigt durumlarda babalik
testlerinde bliyiik avantajlar saglar. Yakin zamana kadar rutin olarak kullanilmayan

X-STR analizleri otozomal STR ve Y-STR analizlerine gére daha sinirli bir kullanim
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alanina sahiptir. Ancak biiyiik anne torun iligkisinin ortaya konulmasi ve ¢ocugun kiz
oldugu ve anneden 6rnek almanin miimkiin olmadig1 babalik testleri gibi baz1 6zel
durumlarda yararl bilgiler saglamaktadir.

Y kromozomal STR polimorfizmi, go¢ yollarinin arastirilmasinda,
antropolojik, evrimsel ve adli bilimlerde son yillarda gittik¢e artan bir kullanima
sahiptir. Bu tekrarlar sadece erkek ebeveyn tarafindan kalitildigindan ayni soydan
gelen tiim erkeklerde yeni bir mutasyon olasiligi disinda birgok nesil boyunca ayni
haplotip goriilecektir. Ozellikle baba adayinm bulunamadigi ya da baba adaymin
biyolojik materyalinden DNA elde edilemedigi durumlarda c¢ocuk erkek ise baba
adaymin soy agacinda yer alan dede, amca, kuzen vs. gibi herhangi bir erkegin Y-
STR sonugclar1 olaymn aydinlatilmasinda yardimci olmaktadir. Eski Amerika Birlesik
Devletleri Bagkanlarindan Thomas Jefferson'un hizmetgisinden oglu oldugu Y-
STR'yi de kapsayan Y kromozom polimorfizmine bagl bir dizi paremetre ¢alisilarak

ortaya konmustur ( Asicioglu, 2002 ).
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BOLUM IV
4. ANTIK DNA CALISMALARININ KULLANIM ALANLARI

Son yillarda aDNA ¢alismalarinin artmasi bu alana biiyilik ilgi oldugunu
gostermekle birlikte, aDNA caligmalar1 degisik alanlarda ki birgok konuya da 151k
tutmaktadir ( Kefi, 2011 ). Yiiksek kapasiteli dizileme teknolojisinin, insan ve
hayvan genomlarmin tamaminin dizilenmesi i¢in gerekli olan maliyet ve zamani
bliyiik 6l¢iide azaltmasiyla birlikle bu teknolojiler dogay1 ve var olan ¢esitliligi daha
iyi anlamamiza olanak saglamistir ( Shapiro ve Hofreiter, 2010 ).

Kaestle ve Horsburgh, 2002 yilinda yayinladiklar1 makalelerinde aDNA
calismalarinin kullanim alanlarini, kullanilan kaynak materyal ve c¢alisma amacina
gore iki temel baglik altinda incelemistir. Bunlar:

1. Insan kaynakli aDNA ¢alismalar:

a. Bireysel seviyede; cinsiyet tayinleri

b. Ailesel seviyede; soy ve akrabalik iligkileri

C. Popiilasyon seviyesinde; niifus hareketleri ve gocler

d. Tiir seviyesinde; evrim ve tiirlesme

2. Hayvan ve bitki kaynakli aDNA ¢alismalar:

a. Cevresel sartlarin belirlenmesi; yasam ortamlarinin anlasilmasi

b. Mevsimsel gogler ve niifus hareketleri; hayvan goclerine bagli insan
hareketleri

C. Beslenme; tarih 6ncesi donemlerde beslenme aligkanliklar

d. Diger biyolojik kalintilar; tedavi amagh kullanilan bitkiler ve arag-

gerec olarak kullanilan biyolojik maddeler

e. Hayvanlarin evcillestirilmesi; evcillestirme siirecinin anlagilmasi
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f. Enfeksiyon hastaliklari; hastaliklara sebep olan bakterilerin kokeninin

belirlenmesi

g. Primatlar; insan evrimine 1s1k tutmak ( Kaestle ve Horsburgh, 2002 ),

aDNA c¢alismalarinin antropolojide kullanim alanlarin1 da Kaestle ve

Horsburgh (2002), genel olarak bes temel baglik altinda toplamistir. Bunlar:

1. Cinsiyet tayini

2. Soy ve akrabalik iligkileri

3. Niifus hareketleri ve gocler

4. Evrim ve filogenetik aragtirmalar

5. Hayvan ve bitki kaynakli aDNA ( Kaestle ve Horsburgh, 2002 ).

Tablo 4: aDNA’nin Antropolojide Kullanim Alanlar1 (Kaestle ve Horsburgh,

2002)

Uygulama

I¢erdigi Konular

Kullanilan Biyolojik
Molekiiller

Cinsiyet tayini

Evlilik ve defin sekillerini anlama,
cinsiyetler arasindaki 6liim
oranlari, hastaliklarin dagilima,
diyet ve sosyo-ekonomik durumun
belirlenmesi

Cinsiyet kromozomlar1

Hayvan ve bitki aDNA’s1

Avcilik ve beslenme aligkanliklari,
hayvan ve bitkilerin
evcillestirilmesi ve gevresel
sartlarin belirlenmesi; insanlarla
ayni ortamda yasayan hayvan ve
bitkilerin belirlenmesi, tarih dncesi
ve glinimiizdeki hastaliklar
arasindaki iligkilerin izlenmesi

mtDNA, kloroplast ve
otozomal DNA

Soy ve akrabalik iligkileri

Sosyal yapiyi, statiiyd, evlilik
bi¢imlerini, 6li gdmme
geleneklerini ve gogleri anlama

mtDNA, Y- kromozom,
otozomal mikrosatellitler

Niifus Caligsmalari

Tarih 6ncesi niifus hareketlerini,
gruplar arasindaki ata torun
iligkilerini, benzer ya da farkli
morfolojiler veya kiiltiirel kalintilar
yardimiyla antik gruplar arasindaki
iligkileri anlama

mMtDNA, cinsiyet
kromozomlar1 ve
otozomal DNA

Filogenetik ¢alismalar

Tiirlerin evrimsel iliskilerini ve
modern insanin kdkenini anlama

mtDNA, cinsiyet
kromozomlar1 ve
otozomal DNA

66




4.1. CINSIYET TAYINI

DNA analizlerinin paleodemografi, antropoloji ve arkeolojideki en 6nemli
kullanim alanlarindan biri cinsiyet tayinleridir. DNA analizlerinin gelismesiyle, eski
kemiklerden, DNA araciligi ile cinsiyet tayini artik yapilabilmektedir. aDNA
caligmalar1 X ve Y kromozomlarini kullanarak kisinin cinsiyetini belirlememizi ve
kim oldugunu tespit etmemizi saglar. Cinsiyet tayinlerinin DNA analizleri ile
yapilabilmesi, morfolojik yapilarindan cinsiyet tayini yapilamayan iskeletlerde ve
ozellikle bebek iskeletlerinde ¢cok 6nemli rol oynamaktadir. Cocuk iskeletlerinin
O6nemi, hem mezar tipinin anlasilmasi hem de cinsiyetin bir infantisit (kendi
cocugunu Oldiirme) veya cocuk kurban olayma bagli bir rolii olup olmadigi
sorusunun cevaplanmasi agisindan onemlidir. Bu konuyla ilgili ilging bir 6rnek;
Ashkelon’da yapilan kazilarda, 4 ve 6. y.y’lar arasinda genelev olarak isletilen bir
Roma hamaminin altindaki kanalizasyonda 100’e yakin bebek kalintis1 ortaya
cikarilmigtir. 43 sol femur kullanilarak yapilan genetik cinsiyet analizleri ile 19
bireyin 14’{iniin erkek ve 5’inin kiz oldugunu anlagilmistir. Erkek cocuklarin %74
gibi yiiksek bir oranda Olii olmasi ya da oldiiriilmesi sasirticiyds; ¢iinkii toplum
genelinde kiz cocuklarinin daha az oldugu bilinmekteydi. Bundan dolayr bebek
kalintilarinin genelev ¢alisanlarina ait oldugu fikri ileri siiriilmiistiir. Ortada bir tercih
s0z konusuydu ve kadinlar bilingli olarak erkek ¢ocuklar1 oldiiriip kiz ¢cocuklarinin
yagsamalarina izin veriyorlardi. Kalintilarin cinsiyetinin belirlenmesi farkli cinsteki
bireylerin 6lim oranlariin test edilmesi bakimindan 6nemlidir. Boylece durumun
dogal olarak mi yoksa insan faaliyeti ile mi gergeklestigi hakkinda fikir sahibi

olunmustur ( Giiral, 2007; Kaestle ve Horsburgh, 2002 ).
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aDNA calismalar1 taninmayan ve kimliklendirmenin yapilamadigi insan
kalintilarinda kimliklendirme yapmak i¢in kullanilmaktadir. Buna ornek olarak
Vietnam savas kurbanlari, Tsunami gibi dogal afet kurbanlar1 verilebilir. aDNA
caligmalar1 ayn1 zamanda bazi1 annelik-babalik davalarinda ebeveyn tespiti i¢in de
belirleyici olmustur. Baz1 silipheli tarihsel olaylarin aydinlatilmasi aDNA calismalari
sayesinde gerceklesmistir. Ornegin Rusya’nin son Cart Romanow ailesinin 1918’de
kaybolan kalintilar1 1996 yilinda mtDNA ve STR ile yapilan aDNA c¢alismalari
sayesinde bulunmustur. Ve yine benzer sekilde 1795’de Temple’de 6lmiis oldugu
bilinen XVII. Louis’e ait kalintilardan elde edilen mtDNA c¢alismalar1 ile XVII.
Louis’in, XVI. Louis ve Kralice Marie Antoinette’nin oglu olmadigi ortaya ¢ikmistir
( Kefi, 2011).
4.2. SOY VE AKRABALIK iLISKILERI

Arkeolojinin DNA analizlerinin yardimi ile yanit vermeye c¢alistigi baslica
sorulardan biri, kiiltiirlerin gelismesinde ve yerlesimlerde ayni soy ve akrabalik
iligkilerinin derecesine bakilmasidir (Giiral, 2007). Soy ve akrabalik analizleri
antropoloji alaninda ¢ok uzun siiredir kullanilmakla birlikte bu analizler gegmise de
151k tutmaktadir. Basit diizeyde, anasal ve babasal soylar mtDNA ve Y kromozomu
kullanilarak ortaya cikarilabilmektedir. Eger uzun ve birbirinden ¢ok farkli DNA
bolgeleri dikkatle gozden geg¢irilecek olursa, bireylerde goriilen ortak mutasyonlarin
bireyler arasindaki yakinlik derecesine isaret ettigi belirlenmistir. Mayotik bir
mutasyon olmadigi takdirde, disi bir birey aynt mtDNA mutasyonunu annesi, teyzesi,
dayis1 ve anne tarafindan kuzenleriyle paylasir. Erkekler de yine benzer sekilde,
mayotik bir mutasyon olmadigi silirece, ayn1 Y kromozom mutasyonunu babasi,

amcasi, erkek kardesleri ve baba tarafindan kuzenleriyle paylasir. Ornegin St.
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Margareth kilisesinde (ingiltere) yapilan kazilar sonucu aciga cikan gergekler
oldukg¢a sasirtict olmustur. Kilisedeki mezar taslar1 tizerindeki yazitlar Konigsfeld
ailesinin 8 erkek tiyesinin (7 kusaktan) 1546-1749 wyillar1 arasinda oraya
gomiildiiglnii isaret eder. Fakat 8. iskelet, mezarlik hirsizlar tarafindan yerinden
kaldirilmistir. Bu 7 birey iizerinde yapilan genetik testlerin sonuglar1 ile tarih
kaynaklar1 arasinda uyusmayan bazi noktalar vardir. Erkek oldugu diisiiniilen bu 7
bireyin 2 sinin bayan oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica otozomal ve Y kromozomu
mikrosatellit analizleri baz1 bagska anomalileri ortaya ¢ikarmistir. Markerlar, yasca
biiylik ve en kidemli iki konta (Hanns Christoph ve Hans Sigmund) ait iskeletlerin
muhtemelen kazilar sirasinda yer degistirdigini ve Georg Josef’in onceki kontun (
Josef Wilhelm ) biyolojik oglu olamayacagini gdstermistir. Bu nedenle, bu kisi, ya
Konigsfeld ailesinin bir liyesi degildi ya da babasi bu aileden degildi. Bayan
bireylerden birinin otozomal haplotipi bu kisinin Georg Josef’in kizi ve Karl
Albrecht’in kiz kardesi oldugunu ortaya ¢ikardi, oysaki tarihsel delillere gore bu
kisinin Karl Albrecht’in kendisi oldugu sanilmaktaydi. Diger bayanin otozomal
haplotipi ise o kiginin Maria Ann’in annesi oldugunu dogrulamistir ( Kaestle ve
Horsburgh, 2002 ).
4.3. NUFUS HAREKETLERI VE GOCLER

Son zamanlarda aDNA calismalari ve DNA dizileme yoOntemlerinde
uygulanan yontem ve tekniklerin gelistirilmesi ve uygulanabilirliklerinin artmasi,
antik donemlerde yasamis insanlarin genetik ¢esitliligine ve dagilimina daha net 151k
tutmaktadir (Shapiro ve Hofreiter, 2010). Tarih Oncesi donemlere ait niifus
hareketleri, niifus yogunlugu ve go¢ gibi konular aDNA calismalar1 sayesinde

aydinlanmaktadir.
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Genetik varyasyon bir grubun atalarindan miras oldugundan bu varyasyon
modern gruplarda da gozlenmektedir. aDNA ¢alismalarindan elde edilen DNA
dizilimleriyle modern gruplara ait DNA dizilimleri karsilastirildiginda bu varyasyona
rastlanabiliyorsa tarih dncesine ait bir grubun niifus hareketleri ve ata-torun iliskileri
hakkinda yorum yapilabilinmektedir. Bununla birlikte antik ve modern grup
arasindaki DNA diziliminin bir birinden ¢ok farkli olmasi bu iki grubun bir birinden
uzak oldugunu gostermektedir ( Kaestle ve Horsburgh, 2002 ).

Tarih Oncesi insanlarin niifus hareketleri ve gocleri ile ilgili aDNA
calismalari, bircok cevapsiz soruya ¢éziim aramakla birlikte temelde en ¢ok tartigilan
iki soru iizerine odaklanmistir. Bunlardan birincisi; Orta Dogulularin Avrupalilarin
atast olup olmadig1 sorusu, ikincisi de Avrupa’da tarimin ne zaman ve kimler
tarafindan baglatildig1 ve yayildigi sorusudur. Orta Dogu’lularin Avrupalilarin atasi
olup olmadig ile ilgili tartigmalar, Bereketli Hilal iizerinde gelisen tarimin, Anadolu
lizerinden Avrupa’ya yayilirken bunun sadece Kkiiltiirlerin degil, aynt zamanda
genlerin ve dillerin de yayilimia yol a¢gmasi teorisi ile ortaya ¢ikan tartigmadir.
1970’lerde baslayan ve Ammerman ile Cavalli-Sforza’nin ileri siirdiikleri “niifus
yayilim1” adi verilen bir model ile yillarca devam eden bir tartisma baslamistir: Bu
modeli One siiren arastirmacilar, Avrupa’nin bir¢cok yerinden, esas olarak kan
ornekleri alnarak yapilan genetik arastirmalar sonucunda, gen frekanslarina
bakmiglar ve bunlara gore genleri gruplamislardir. Niifus yayilimi modelinin
dogrulugu, matematik¢i Arthur Mourant ve istatistik genetik¢i R.A. Fisher tarafindan
sinanmis ve bu modele “ilerleme dalgasi” adi verilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuca gore, ¢iftciler Avrupa’da yayilirken, kendi genetik 6zelliklerini de Avrupa’ya

tasimislardir. Cavalli-Sforza’nin hipotezine kars1 goriis Ingiltere’den Martin Richards
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ve arkadaglarindan gelmistir. Richards ve arkadaslari, kaynak grup oldugu ileri
siiriilen Bat1 Asya (Orta Dogu dahil) ve Kuzey Afrika’daki topluluklarda mtDNA
analizi yapmis ve bu gruplarin mitokondril haplotiplerini mevcut Avrupal niifuslarla
karsilagtirmislardir. Richards, Avrupa ve Bati Asya’dan aliman 821 Ornegin
arastirildig ilk ¢alismasinda, bugiiniin Avrupa mtDNA’sinin birgok go¢ dalgasini
yansittigini ortaya ¢ikarmis ve daha sonra yaptigi bagka arastirmalarin da sonuglarini
gdz Oniine alarak, Orta Dogu’dan gelen ¢ift¢ilerin bugiinkii Avrupalilarin
mtDNA’larinin = %20’sini  teskil ettigini belirtmistir. Bu oranin, yapilan Y-
kromozomu analizleri ile de oOrtiistiigli goriilmiistiir. Bugiin gelinen noktada, Cavalli-
Sforza Orta Dogu’nun tiim Avrupa’nin genetik yapisini olusturmadigini, iddialarinda
bu oranin %26-28 oldugunu sdylemektedir. Kars1 goriistekiler ise, Orta Dogu ve
Avrupa’nin birbirinden kesinlikle ayr1 olmadigini, ancak hem Orta Dogu’dan
gelenlerin hem de Avrupali avci-toplayicilarin genetik yapilarinin ortak olarak
bugiiniin Avrupa gen haritasina katkisi oldugunu belirtmektedirler ( Giiral, 2007 ).
Tarimin Avrupa’da ne zaman ve kimler tarafindan baslatildigi ve yayildig
soru ile ilgili de karsit iki goriis vardir. Bunlardan birincisi, Luigi Luca Cavalli-
Storza ve arkadaslar tarafindan savunulan ve yukarida da deginilen niifus yayilimi
modelinin, tarimin Orta Dogu’dan Avrupa’ya gelmesine de katkist oldugu
bi¢imindedir. Cavalli-Sforza, kiiltiirel yayilimin da niifus yayilimiyla birlikte
oldugunu savunmakta, tarimin gelismesinin ve hayvan evcillestirmenin de bununla
beraber geldigini savunmaktadir. Marek Zvelebil ve Martin Richards gibi
arastirmacilar ise tarimin Avrupa’da yayilimini1 daha ¢ok belli bolgelerde temaslar ile
gerceklestigini savunmaktadir. Bu goriiste olanlar, Avrupa Mezolitik topluluklari ile

Neolitik ciftgilerin, dncli bolgelerde belli temaslarda bulunduklarini, aralarinda bir
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gen aligverisi oldugunu ve bunlarin sonucunda da farkl: kiiltiirlerinin ortaya ¢iktigini
belirtmektedir ( Giiral, 2007 ).
4.4. EVRIM VE FILOGENETIK ARASTIRMALAR

Modern insan ve diger hominidler arasindaki akrabalik iligkilerinin
aydinlatilmasinda aDNA arastirmalar1 olduk¢a verimli sonuglar sunmaktadir.
Neanderthallerin modern insanlara benzedikleri fakat ayni olmadiklar1 kabul
edilmekle beraber evrimsel hikdyemizdeki yerleri hala Onemli bir tartisma
konusunun bashgidir ( Kaestle ve Horsburgh, 2002 ).

Almanya’daki Leipzig Max Planck Evrimsel Antropoloji Enstitiisii’'nden
Paleogenetik¢i Svente Paabo 11 Temmuz 1997 Science dergisinde Neanderthal
DNA’smin 400 bazini belirledigini ve modern insan DNA’siyla karsilastirildiginda
Neanderthallerin farkli bir tir oldugunu belirtmistir. Paabo ve arkadaslari eski
kalintilardan DNA izolasyonu c¢aligmalarinin kontaminasyon sorunundan dolay1
saglikli sonuglar vermedigini gézlemleyerek, 2005 yilinda itibaren kalintilardan daha
saglikli DNA izolasyonu i¢in yeni yontemler gelistirmiglerdir. Uygulanan bu yeni
yontemler ile Paabo Cell Dergisi’nin 8 Agustos 2008 sayisinda Neanderthal
mtDNA’nin 16,500 bazim belirledigini ve genom dizilimlerinin tamamini belirlemek
icin galisgildigin1 yayimlamistir. Neanderthallerin mtDNA c¢alismalarindan elde
edilen bilgiler molekiiler antropolojinin son zamanlardaki giindeminin biiylik bir
boliimiini isgal etmistir. Neanderthallerle ilgili cevabi aranan en temel iki sorudan
birincisi Neanderthal tiiriiniin neden ve nasil yok oldugu, ikincisi de bu tiirle modern
insanin genlerinin karigip karigmadigidir ( Krings ve ark., 1997 ).

Neanderthal genom dizilimi ile ilgili artan c¢alismalarla birlikte,

Neanderthallerden elde edilen aDNA’lar modern insan ve maymun DNA’lariyla
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karsilastirmis, Neanderthal genomlarinin modern insan DNA dizilimlerine daha
yakin oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu galismalar modern insan ve Neanderthaller
arasinda son birka¢ yiiz bin boyunca dogal sec¢ilimden kaynaklanan genetik
farkliliklarin ve bu iki tiirii bir birinden ayiran genetik 6zelliklerin belirlenmesini de
izin vermistir. Neanderthallerin modern insanla melezlesip melezlesmedigi sorusu
halen tartismali bir konudur. Arastirmacilar morfolojik analizlerden elde edilen
bilgiler tizerinde anlasamamaktadir. Birden fazla Neanderthale ait mtDNA’ler ile
modern insan genomlar1  karsilastinnldiginda bu  tiirin @ modern insan
varyasyonlarindan olduk¢a farkli oldugu gézlenmistir. Bu farklilik Neanderthal ve
modern insanin melezlesmedigine bir kanit olarak gosterilmekle birlikte, ¢ok az
miktarlarda meydana gelen melezlesme olasiligini da ortadan kaldiramamaktadir.
Gelisen yeni tekniklerin niikler genom dizilimlerinin tamamlanmasina imkan
vermesiyle birlikte Neanderthal ve modern insan arasindaki bu cevapsiz sorular
aydinlanmaya baslamistir ( Lalueza-Fox ve ark., 2010; Gigle, 2011 ).

Green ve arkadaslart 2010 yilinda, Yeni Nesil DNA Dizileme Teknolojisi
yardimiyla Neanderthal genomunun biiyiik bir boliimiinii dizilemeyi basarmislardir.
Karmasik bir siire¢ olan bu g¢alismanin birinci agsamasinda Hirvatistan’da bulunan
Vindija Magarasi’nda elde edilen 21 Neanderthal kemigi incelendi. Bu 6rnekler PCR
ile Vi33.16, Vi33.25 ve Vi33.26 Neanderthal mtDNA varligini tespit etmek igin
taranmis ve sonraki analizler i¢in uygun olan Ornekler belirlenmistir. Elde dilen
toplam dokuz aDNA, “’Roche/454 sequencing libraries’” ( Yeni Nesil DNA
Dizilimleme tekniklerinden biri, boliim 2°de belirtilmistir) yontemiyle analiz edilmek
i¢in kullamlmustir. Ikinci asamada, elde edilen DNA icerisindeki 6zgiin Neanderthal

DNA’smin yiizdesi tahmin edilmistir. Bu asamada elde edilen aDNA, 454 Life
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Sciences GS FLX yontemiyle insan, sempanze, rhesus maymunu ve fare
genomlarinin  yant sira GenBANK’ta bulunan biitiin niikleotit dizilimleriyle
karsilastirilarak, aDNA dizilimlerinin primat genomlariyla yakinligi test edilmistir.
Son asamada Illumina/Solexa GAII yontemi ile dizileme islemi tamamlanmis ve
400mg kemik tozundan 5.3 Gb Neanderthal DNA sekansi elde edilmistir.
Neanderthal DNA dizilim sonuglari, Neanderthal ve modern insanin yaklasik olarak
800 bin yil once ortak bir atayi paylastiklarini, Neanderthal ve modern insan atalari
arasinda ki ayrimin 270-440 bin y1l 6nce oldugunu gostermistir. Ayrica modern insan
DNA’lanyla kiyaslandiginda Neanderthal DNA’sinin birkag genomik bdlgesinin
farkli oldugu goézlemlenmistir. Biligsel yetenek ve kafa morfolojisinde degisiklige
neden olan bu farkliligin dogal secilimin modern insana giden yolda bir avantaj
olarak degerlendirilmektedir. Arastirmada ayrica, Asyali ve Gliney Amerikalilarin,
Avrupalilara kiyasla daha fazla Neanderthal genine sahip oldugu anlagilmistir.
Neanderthaller, Avrupa ve Asya’nin batisinda yasamis olmasina ragmen, Asya’nin
dogusunda yasamis olan ilk modern insanlarla karigmis olabilecekleri, ancak Tas
Devri insanlarinin Asya’ya daha fazla gelmesiyle geride biraktiklar: genlerin giderek
azalmis olabilecegi ifade edilmistir. ( Green ve ark., 2010; Lalueza-Fox ve ark.,

2010; Gigle, 2011 ).
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Sekil 20 : Neanderthal genomlarinin sempanze ve modern insan genomlariyla

karsilastirilmasi ( Green ve ark., 2010 ).
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Son zamanlarda modern insanin evrimine 151k tutacak énemli bir ¢alismada,

Denisova Magarasinda bulunan parmak kemigi ve dis buluntusundan elde edilen
genetik verilerdir. Denisova Magarasi Sibirya'nin glineyinde Altay Daglari'nda yer
almaktadir. 11k kazilar1 1977 yilinda Nicholas Ovodova tarafindan yapilan Denisova
magarasinda, Novosibirsk Arkeoloji ve Etnografya Enstitilisti 1982 yilinda sistematik
kazilar1 baslatmistir. Bunun sonucu en eskisi yaklasgitk 300 bin yila ait cesitli
arkeolojik buluntularin yer aldigr 22 tabaka saptanmistir. 2008 yilinda Denisova
magarasinda, 48-30 bin yillar1 arasina tarihlendirilmis insana ait bir kii¢clik parmak
kemigi 11. tabakada bulunmustur. Ayrica Denisova Magarasmin o6zellikle Ust

Paleolitik endiistrisinin genellikle modern insan ile iligkili oldugu diisiiniilen
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mousterian ve levallois tas alet teknolojisine ait buluntular bakimindan da zengin
oldugu goriilmistiir. Arastirmacilar bu magaradan 2008 yilinda kesfedilmis olan
parmak kemigi fosilinden biitin bir mtDNA dizilimini elde etmislerdir.
Arastirmacilar, Denisova insaninin mtDNA dizilimini 54 modern insan, 6
Neanderthal ve 30 bin yillik bir modern insan buluntusu ile karsilastirmis ve
Denisova insaninin hepsinden farkli bir dizilime sahip oldugunu belirtmislerdir.
Ornegin Neanderthal mtDNA genomu ortalama 202 niikleotit pozisyonunda Homo
sapiensten farkli iken Denisiova buluntusunun genomu ortalama 385 niikleotit
pozisyonunda Homo sapiensten farklilik gostermistir. Bu parmak kemiginden elde
edilen mtDNA dizilimi, aragtirmacilara gére yeni bir insan tiiriine isaret etmekteydi.
Yine yapilan ¢aligmalarda bu tiiriin, anatomik olarak Neanderthal ve modern insan
ile benzer karakterler tasidig1 ve bu ii¢ tiiriin yaklasik 1 milyon yil 6nce ortak bir
atayr paylastiklart belirtilmistir. Biitiin bu veriler sonucunda yeni bir tiir olarak
nitelendirilen Denisova insaninin, kazilarda elde edilen bir parmak kemigi ve
disinden bagska higbir fiziksel 6zelligi bilinmemektedir. Buda Denisova buluntusunun
sonuglar1 hakkinda bazi siiphelere neden olmustur. Ornegin, kimi arastirmacilar
sadece mtDNA verilerine gore yeni bir tiir oldugunu diisiinmenin dogru olmadigi
kanaatindeler, ¢iinkii mtDNA sadece anneden aktarilir ve buna gore, Denisova
buluntusunun aslinda daha erken donemlerden Homo erectus, Neanderthal, Arkaik
sapiens ya da heniiz bilmedigimiz bir insan tiirii ile melezlesme sonucu ortaya
cikmus, farkli bir mtDNA yapisina sahip, modern insan ya da Nenaderthalin 40 bin
yi1l 6nce Siberya'da yasamis bir 6rnegi olmasi da muhtemeldir ( Krause ve ark., 2010;

Reich ve ark., 2010; Gigle, 2011 ).

76



Sekil 21: Denisova Magarasi

p—— . Modern
[')\ems_oya Neanderthals humans
ominin
Lt | (o 25,000
' years ago
)
OMoscow
---466,000
RUSSIA years ago
0O Denisova Cave
---------- 1.04million
I years ago

4.5. HAYVAN VE BiTKi KAYNAKLI ANTIK DNA CALISMALARI

Tiirlerin kokenine dair genetik aragtirmalar tiim canlilar1 kapsamakta, insan
yant sira hayvan ve bitki tiirlerinin evrimsel siireglerini anlamamiza yardimci
olmaktadir. Ozellikle hayvanlarin evcillestirilmesi ve bitkilerin kiiltiire alinmas1 gibi
olgular insana bagli oldugu gibi, bunlarin muhtemelen niifus hareketlerine ve
yerlesim oOriintiilerine de etkileri vardir ( Giiral, 2007 ). Bununla birlikte aDNA
caligmalari, tarih 6ncesi ve giiniimiizde goriilen hastaliklarin kdkenine ait sorulara
cevap bulabilmek i¢in ve soyu tiikenmis canlilarin biyolojik o6zelliklerini ve
evrimlerini aydinlatmak i¢in de gii¢lii bir aragtir.

Evcillesme lizerine yapilan arastirmalar, giiniimiiz evcil hayvanlarinin hangi
tirlerden evrildigine veya hangi hayvanlarla akrabaliklarinin olduguna bakildig:
arastirmalardir. Mitokondril DNA analizleri, mevcut evcil hayvanlarin farkli yabani

topluluklarin katkisi ile mi yoksa evcillesmenin sadece tek bir bolgeden mi ortaya
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ciktig1 gibi sorulara 6nemli yanitlar verebilmektedir. Son yillara kadar gesitli tiirlerin
evcillesmesinin tek merkezden oldugu konusunda yaygin bir inang varken simdi bazi
arastirmacilar bunlarin ¢ok merkezli olabilecegini iddia etmektedirler. Ornegin, sigir,
koyun, su buffalosu ve domuzlarin evcillesme kdkenlerine dayali bir arastirmada, bu
dort tiirtin her birinin en az iki olmak iizere, muhtemelen daha fazla yerde
evcillestigi, ornegin domuzun hem Bereketli Hilal hem de Cin’de evcillestirilmis
olabilecegi One siirlilmektedir. Bununla birlikte neolitik déneme ait domuz
iskeletlerinden elde edilen aDNA ¢aligmalar1 ile Avrupa’daki domuzlarin cografik
kokenleri ve Avrupa’da yasayan yaban domuzlarinin evcillesme zamanlar
belirlenmistir. Ayrica aDNA ¢alismalari, atlarin evcillesmesinin birkag farkli atasal
tirde oldugunu ve kopeklerinde yaklasik olarak 15 bin yil once evcillestiklerini
gostermistir. Bitkilerin kiiltiire alinmasina dair yayinlanan bir arastirmada da, ayni
hayvan evcillesmesi gibi, bitki tiirlerinin de birden ¢ok merkezde kiiltiire alindigina
dair bir iddia 6ne stiriilmistiir ( Kefi, 2011; Giiral, 2007 ).

aDNA calismalar1 ile quagga, keseli kurt, kili¢ disli kaplan, mamut, Yeni
Zellanda moa’lar1 ( bir tiir ugamayan kus), karasal tembel hayvan ve magara ayisi
gibi soyu tiikenmis canlilarin biyolojik 6zelliklerini ortaya ¢ikarilmistir. Loreille ve
arkadaslar1 tarafindan 2001°’de yayinlanan arastirmada, Avrupa ve Bati Asya’da
10,000 yi1l once yasaylp, soyu tikenmis olan magara ayilarinin aDNA’lar
incelenmigstir. Bu ayilarin mtDNA’lar1 halen yasamakta olan ayilarin mtDNA’lar ile
karsilastirildiginda, magara ayilarinin giiniimiiz ayilarindan, iki tiirtin mtDNA sekans
ayrimindan ¢ok daha 6nce ayristigi goriilmiistiir. Magara ayilarinin kiiciik bir alanda
yasamis olduklar1 da bu arastirma ile ortaya ¢ikmustir ( Kaestle ve Horsburgh, 2002;

Giiral, 2007 ).
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Sekil 22 : DNA dizileri tespit edilmis bazi soyu tilkkenmis canlilar.
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aDNA calismalar1 hastaliklarin kdkenini ve dogasini anlamak i¢inde ¢ok
giiclii bir aractir. Bir kiside, bir genetik hastaligin varligina dair morfolojik veya
tarithe dayali delillerin bulundugu durumlarda, hastaliga neden olan gen bdlgesi
aDNA’dan amplifiye edilebilir ve bu hastalikla ilgili mutasyonlar ortaya
cikartilabilir. Bu caligsmalarla ilgili 6rneklere baktigimizda; Fransa’nin belirli bir
bolgesinde ortacagda yasamis bir grup insanda, yiiksek oranda goriilen dogustan
kal¢a ¢ikikligi hastaliginin genetik temelli olup olmadigina bakmak i¢in yapilan
aDNA calismalarinda bu hastaligin genetik temelli olmadigi anlasilmistir.
Tiiberkiiloz hastaliginin Amerika’da ne zaman ortaya ¢iktigin1 anlamak i¢in Kolomb
Oncesi yasamis bir mumyadan elde edilen aDNA ¢aligmasi bu hastaligin Amerika’da,
Avrupalilarin kitay1 kesfinden oncede var oldugunu gostermistir ve yine benzer
sekilde bu calismalar, Tiiberkiiloz hastaligina neden olan ‘’Mycobacterium
tuberculosis’’ bakterisinin Misir’da 2.500 ile 5.000, Macaristan’da 300 ile1.300
yillar1 arasmna tarihlendirilmis insan kalintilarinda ve Ortagag Ingiltere’sindeki

bireylerde, Kara Humma olarak bilinen vebaya neden olan bakterinin (Yersinia
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pestis) 400 yillik dis kalintilarinda ve ciizam hastaligina neden olan bakterinin de
Almanya ve Macaristanda 300 ile 1.300 yillar1 arasma tarihlendirilmis arkeolojik
kalintilarda oldugunu gostermistir ( Kefi, 2011; Kaestle ve Horsburgh, 2002 ).

1991 yilinda iki Alman turist tarafindan Alp daglarmin italya-Avusturya
sinirinda bulunan ve 5300 yil ile tarihlendirilen Buz Adam Otzi, aDNA ¢alismalari
icin iyi bir 6rnek teskil etmektedir. Son yillarda yiikselise gecen genetik bilimi ile
birlikte 2008 yilinda, Otzi’nin pelvis kemiginden &rnek almarak genomunun
%96’s1n1 haritalanmigtir. Ayrica mitokondrilerinden alinan DNA zincirlerinin de
tamam1 incelenmis ve detayli analiz sonuglar1 bilim diinyasina sunulmustur. Analiz
sonuglar1 Otzi’nin sa¢ renginden hastaliklarina kadar cok cesitli alanlarda bilgiler
vermektedir. Bu galismalarla birlikte Otzi’nin, bulundugu bélge halkiyla genetik
yapisinin pek benzesmedigi, muhtemelen genetik olarak italya veya cevresindeki gen
havuzundan ¢ok Sardunya ve Korsika adalari, hatta Orta Dogu gen havuzlarina daha
yakin oldugunu bilinmektedir. Yakin-Dogu ve Akdeniz genetik mirasina sahip olan
bu 5300 yillik mumyanin sa¢ ve gozlerinin kahverengi oldugu ve laktoz intoleransi
nedeniyle siit lrlinleri ile arasinin pekiyi olmadigini anlasilmistir. Bronz Cagi’nda
yasayan toplumlarda, laktoz intoleransi oraninin bugiine oranla daha yiiksek oldugu
saniliyor. Nedeni ise hayvanciliga daha yeni gecilmis olmasi ve yetigkinlerin siit
tiriinlerini heniiz ¢ok yaygin olarak kullanmamasi. Otzi’nin, yapilan gen analizi
sonucunda, genomunda kenelerden gegen Lyme hastaligi etkeni olan Borrelia
bakterisine ait genlerin saptanmasi, Otzi’ye tarihte bilinen ilk Lyme hastalig1 vakasi
unvanini vermistir. Genetik 6zellikleri Otzi’nin kalp ve damar hastalifa karsi
genetik yatkinligi oldugunu da gostermektedir. Otopsi sonucunda damarlarinin iginde

kolesterol birikim odaklarinin bulunmus olmas: da bu verileri destekler niteliktedir.
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Bu bulgu, kalp ve damar hastaliklarinin kékenindeki genetik yatkinligin ne kadar
onemli oldugunu bir kez daha gdzler dniine seriyor, ¢iinkii Otzi’nin kalp ve damar
hastaliklarina iliskin ¢evresel faktorlerden hemen higbirine sahip olmadigim
bilinmektedir. Sisman degildi, oldukca hareketli bir yasam siiriiyordu ve islenmis
besinler tiikketmiyordu. Sonug olarak aDNA c¢alismalar1 bu hastaliklarin evrimini ve

dagilimini anlamamizi saglamistir.

Sekil 23: Buz Adam Otzi

Tarih oncesi donemlerdeki insanlarin yasadiklari ortamlar ve g¢evresel
kosullar bilim adamlar1 tarafindan merak edilen konulardir. Ekosistemin anlagilmasi
tarih Oncesi insanlarin, beslenme davraniglart ve buna bagl olusan mevsimsel gogler
gibi ¢evresel sartlarin belirledigi kiiltiirel adaptasyonlari ve davranis bigimlerini
anlamamizi saglamaktadir. Tarih 6ncesi yasamis insanlarin diyetlerini anlamak igin
kullanilan aDNA c¢aligmalari ile bu insanlarin evcillestirdikleri ve avladiklart hayvan
ve bitki tiirleri belirlenebilmektedir. Bu ¢aligmalarda organik kalintilar, tas aletler ve
disk1 &rnekleri kullanilmaktadir. Ornegin Poiner ve arkadaslarinin (2001) Teksas’ta
bulunan Hinds Magarasi’nda elde ettikleri fosil diski 6rneklerini kullanarak yapmis

olduklar1 aDNA ¢alismasinda antilop, tavsan, sincap, ¢itlembik, mese ve baklagil
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gibi ¢esitli bitki ve hayvan tiirlerine ait DNA’lar belirlenmistir ( Kaestle ve

Horsburgh, 2002 ).
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Sonuc ve Oneriler

Molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki biiylik gelismeler antik DNA
caligmalarini giinliimiiziin en popiiler ¢aligma alani haline getirmistir. PCR tekniginin
gelistirilmesi ve 2003 yilinda insan genomunun haritalanmasi ile birlikte genetik
biliminin énemi artmis ve ¢alisma alan1 genislemistir. Insan1 her yénii ile konu alan
ve multidisipliner bir bilim dali olan antropolojide molekiiler biyolojinin gelisen
yontem ve metotlarin1 kullanarak molekiiler antropoloji ve antik DNA (aDNA)
caligmalar1 adi altinda evrim, tarih Oncesi gog¢ yollari, cinsiyet tayinleri, soy ve
akrabalik iligkileri gibi konulara 1s1k tutmaktadir.

aDNA calismalarinda karsilasilan en biiylik problem, dilimize ’kirlenme’’
olarak cevirebilecegimiz kontaminasyon problemidir. En genel anlamiyla giincel
DNA’nin antik DNA’ya bulagmasi olarak tanimlayabilece§imiz kontaminasyon,
aDNA calismalarinin basladigr 1985 yilindan beri 6zellikle de insam1 konu alan
caligmalarda ciddi bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu problemin ortadan
kaldirilmasi igin yapilmis bir¢ok calismada, kazi alanindan baslayan ve laboratuar
siirecinin sonuna kadar devam eden bir takim olmazsa olmaz Onlemler
gelistirilmistir. Sonug itibariyle aDNA ¢alismalarinda dekontaminasyon olarak
adlandirilan bu Onlemlerden en onemli ve en kritik olanlari, laboratuar oncesi ve
laboratuar igi olmak {izere iki baslik ad1 altinda siralayabiliriz. Bunlar:

a) Laboratuar éncesi kontaminasyon énlemleri:

1. Alana ¢ikan arkeolog ve antropologlarin 6nceden antik DNA analizi i¢in
numune toplama olasiligin1 degerlendirmeleri ve bu numunelerin toplanmasi igin

gerekli olan koruyucu giysileri ve uygun ekipmanlar1 dnceden hazirlamalar1 gerekir.
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2. aDNA calismasinda kullanilacak malzemenin topraktan ¢ikarilmasi ve
depolanmasi siirecinde miimkiin oldugunca az personelle ¢alisilmalidir; c¢ilinkii
personel saymin fazlaligi kalintiya temasi arttiracagindan kontaminasyon riskini de
arttirmaktadir.

3. Antik  kalintinin  ¢ikarildigr  alandaki tiim personelden daha sonra
kontaminasyon riskine karst aDNA ile karsilastirma yapabilmek i¢in DNA elde
edilebilecek doku 6rnegi alinmalidir.

4, DNA elde edilecek antik kalintinin korunma oraninin tespiti i¢in kazi alaninin
cevresel sartlar1 ve toprak yapisi bilinmeli ayrica kazi alaninda bulunan diger hayvan
ve bitki tiirlerine ait 6rneklerde alinmalidir.

5. Capraz kontaminasyonu onlemek i¢in antik numuneler modern numunelerden
ayr1 depolanmalidir.

6. Miimkiinse, bir numuneden digerine gecerken kullanilan eldiven ve benzeri
arag ve geregler degistirilmelidir.

7. Numuneler, tamamen kuru olduklarindan emin olunduktan sonra, ayri ayri
plastik kaplarda ya da tiiplerde saklanmalidirlar.

Ayrica bunlara ek olarak antik DNA analizi i¢in belirlenen 6rnekler su veya
kimyasal maddeler ile temizlenmemeli ve antik numunelere herhangi bir koruyucu
kimyasal madde eklenmemelidir. Antik DNA’nin bozulmasmi o6nlemek igin
numuneler serin ve kuru ortamlarda depolanmalidir.

b) Laboratuar ici kontaminasyon énlemleri

1. Antik DNA laboratuar1 aDNA ¢alismalarinin yapilabilecegi 6zel ekipman ve
araglarla donatilmali, mekansal ayrimlar dikkate alinmali ve laboratuar sadece bu is

icin kullanilmalidir.
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2. aDNA analizi icin secilen orneklerin kazi alaninda, taginirken veya toprak
altinda kontaminasyona maruz kalabilece§i g6z Oniinde bulundurulmali ve
calisilacak bu materyallerin kirlenmis ylizeyleri temizlenmelidir.

3. PCR amplifikasyonu fiziksel olarak ayrilmis PCR laboratuarinda, minimum
siirede ve en az kisi ile yapilmalidir.

4. Antik DNA laboratuarinda hava UV — HEPA ile filtrelenmelidir.

5. UV 1sinlamasi mevcut DNA kalintilarini yok etmek i¢in kullanilmalidir.
6. Tezgah, ara¢ ve geregler camagir suyu ile silinmelidir.
7. Laboratuar teknisyenleri 6zel koruyucu kiyafetler giyinmelidir.

Biitiin bu kontaminasyon Onlemleri alindiktan sonra ¢alismanin amacina baglh
olarak en uygun DNA dizileme yontemi kullanilmalidir. En yeni teknoloji ve
yontemlerin kullanildigi ve sonu¢ alma bakimindan digerlerinden 6nde olan ’Yeni
Nesil DNA Dizileme (NGS)”’ yontemi, kontaminasyona karsi hassasiyetinin azligi
da dikkate alinacak olunursa en uygun yontem olarak degerlendirilmektedir.

Son yillarda lilkemizde de antik DNA c¢alismalarinin 6nemi molekiiler biyoloji,
genetik, antropoloji ve arkeoloji gibi farkli bilim dallarinda dikkate deger bir sekilde
artmistir. Yiksek bir teknoloji ve ¢ok yonli bir bilgi birikimi gerektiren aDNA
caligmalarinin yapilabilmesi i¢in gerekli olan laboratuarlar iiniversiteler biinyesinde
olusturulmaktadir. Ancak bu laboratuarlar, aDNA c¢alismalarinin yapildigi gelismis
tilkelerde ki laboratuvarlar ile karsilastirildiginda oldukga basit bir diizeyde
kalmaktadir. Ulkemizde aDNA ¢alismalarinda kullamlacak antik malzemelerin
bollugu da dikkate alinacak olursa bu alanin en kisa zamanda hak ettigi noktaya

taginmasi ve diinya literatiiriinde Ki yerini almas1 gerekmektedir.
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