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Antik  kalintilardan DNA elde edilebileceginin anlagilmasi antropologlarin
calismalarina yeni bir boyut kazandwmistir. Bu onemli katkiya ragmen antik DNA
analizleri, iizerinde c¢alisilan orneklerin dogasi geregi bir¢ok giicligii de
beraberinde getirir. Bu ¢alismalarda en onemli sorun yeterince korunmus ornekleri
se¢mek ve bu drneklerden miimkiin olan en kaliteli DNA'y1 elde etmektir. Antik
ornekler DNA eldesinden once farkli asamalarda maruz kaldiklari  dis
kontaminantlardan  arindirdmalidir.  Arindirma  siirecinin  bagarisi, alinacak
sonuglarin giivenirliligi acisindan biiyiik onem tasir. Siire¢ sonunda alinan her
sonug arastirmaci tarafindan kontaminasyon nedeni ile gerceklesmedigi gosterilerek
savunulmalidir. Antik DNA c¢alismalarinda kullanilan metodolojik yaklasim bu
nedenle biiyiik énem tasir. Calismada Femur ve Talus kemikleri bu metodolojiye
uygunluklar: agisindan kiyaslanmigtir. Korunma diizeyleri farkli olan érnekler DNA
eldesi o6ncesi hazirlik siirecinde farkl uygulamalar gerektirmistir. Sonug olarak iki
ornek tipinden elde edilen DNA miktart arasinda belirgin bir fark bulunamamis ve
orneklerin  modern insan DNA’st  kontaminasyonundan  armdrilabildigi
gozlenmistir.
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A Methodological Approach Related to the Decontamination Process from
Ancient Skeletal Samples in Different Conditions

Abstract

Understanding that DNA can be obtained from ancient remains has made valuable
contribution to the work of anthropologists. Despite this important contribution,
ancient DNA analysis brings many challenges due to the nature of the studied
specimens. The most important problem in these studies is to select well-preserved
samples and to obtain the best quality DNA possible from these samples. Ancient
samples should be purified from external contaminants that they are exposed to at
different stages prior to DNA extraction. The success of the purification process is of
great importance in terms of the reliability of the results. Results obtained at the end
of the process should be defended by researcher showing that they did not take place
due to contamination. The methodological approach used in ancient DNA studies is
therefore of great importance. In the study, the femur and talus bones were
compared in terms of their suitability for this methodology. Samples with different
levels of preservation required different applications in the pre-DNA preparation
stage. As a result, no significant difference was found between the amount of DNA
obtained from the two sample types and it was observed that the samples were
successfully purified from modern human DNA contamination.

Key Words: Ancient DNA, decontamination, DNA extraction, talus, femur

Giris

Anadolu, ¢ok sayida tarih dncesi medeniyete ev sahipligi yapan tarihi ve
biyolojik agidan ¢ok zengin bir cografyadir. Bu bolge antropologlar igin
degerli bilgiler saglayan kazi alanlar1 ve antik materyaller ile doludur (Kuhn,
2002). S6z konusu kazi materyallerini inceleyen arastirmacilar ilgili doneme
ait toplumlarin sosyal yapilari, gelenekleri, evrimsel gec¢misleri, gocleri,
diger populasyonlar ile etkilesimleri ve hatta hastaliklar1 hakkinda bilgi
sahibi olurlar. Son yillarda hizla gelisen antik DNA analizleri de, insan ve
hayvan kalintilarindan elde edilen degerli bilgilere yeni bir boyut
kazandirmis ve bu alanda yeni bir donemin baslamasina neden olmustur
(Boberova, 2012). Antik DNA analizleri, kullanilan teknikler a¢isindan
modern DNA analizlerinden ¢ok farkli olmamasina ragmen modern DNA
calismalarinda uzmanlarin ¢ogu zaman ongdéremeyecegi cetin bir miicadele
gerektirir (Lindahl, 1994; Handt, 1994). Antik DNA analizleri dogalarindan
kaynaklanan bir¢ok sebepten dolay1 kontaminasyona fazlasiyla agiktir ve
analiz siirecinde ¢esitli onlemler alinmasi sarttir (Yang, 2005). Bu nedenle
bu analizler problemli 6rnekler ile ¢alisma deneyimi ve standart molekiiler
genetik ¢alismalarindan farkli bazi ekipmanlar gerektirir. Ustelik biitiin bu
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gereklilikler dikkate alindiginda bile Orneklerin ¢ok azindan sonug
almabilecektir (Handt, 1994). Aslinda en biiyiik engel iizerinde calisilacak
iskelet 6rneginin korunma diizeyidir. Her ne kadar bu korunma diizeyine etki
eden c¢ok sayida faktorden bahsedilse de kuskusuz en Onemlisi Ornegin
icinde bulundugu kosullar ve bu kosullarda kalma siiresidir (Boberova,
2012).

Antik DNA literatiirii agirlikli olarak kaliteli DNA eldesi ile ilgili
protokol olusturulmasmi konu alir. Gergeklestirilen c¢alismalarda farkli
kosullarin  farkli yaklagimlar gerektirdigi Onemle vurgulanmaktadir.
Caligmalarin baglangic noktast Oncelikli olarak en korunmus O&rnegin
se¢ilmesidir. Yapilart geregi olumsuz kosullara dayaniklilik acgisindan
onemli avantajlara sahip olan dis 6rnekleri bu nedenle karsimiza siklikla
cikar (Malaver, 2003;Meyer, 2000). Dis 6rneklerinden elde edilen DNA’nin
miktarca az olmasina ragmen daha kaliteli oldugunu gdsteren ¢ok sayida
calisma yapilmistir (Gilbert, 2005; Alakog, 2009). Ancak dislerden elde
edilen DNA, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan yiiksek islem hacimli
molekiiler teknikler i¢in miktar olarak yetersizdir. Bu nedenle farkli iskelet
boliimlerinden miimkiin olan en kaliteli DNA’nin elde edilmesi 6nemli
hedeflerden biri haline gelmistir. Caligmalardan elde edilen sonuglarin ortak
noktasi elde edilen DNA’nin kalitesinde iklimsel ve g¢evresel faktorlerin
biliyiik bir 6nem tasidigidir (Garcia,1996; Cipollaro,1998; Simon,1998;
Burger, 1999). Bu nedenle her ¢alismada kaz1 ve ornek spesifik stratejiler
gelistirmek zorunlu hale gelmektedir (Von Wurmb-Schwark 2003).

Antik DNA c¢alismalarinda sik rastlanilan kontaminasyon problemi
ozellikle insan buluntularindan gergeklestirilen ¢alismalarda, modern insan
DNA’s1 kontaminasyonunun sonuglara direkt etki etme riski nedeniyle, daha
da onem kazanir. Kazilardan elde edilen iskelet pargalari antropologlar
tarafindan kendi g¢alismalarina konu olmak iizere bir seri temizleme ve
Ol¢iim siirecinden geger. Bu ornekler bu siiregte ¢ok sayida arastirmacinin
temasina maruz kalir (Martinez, 2015). Molekiiler analiz siirecine hakim
olmayan aragtirmacilar kontaminasyonu oOnlemek i¢in almalari gereken
onlemler konusunda da ¢ogunlukla bilgi sahibi degildir. Bu nedenle antik
DNA uzmanlarinin DNA eldesi i¢in Orneklerin hazirlanmasi siirecinde ilk
agama olan dekontaminasyona —kontaminantlarin uzaklastirilmasi- ayrica
onem vermeleri gerekir. Dekontaminasyon iglemi farkli sekillerde
gerceklestirilebilir. ~ Ornek  seciminde  dekontaminasyonun  rahat
uygulanilabilir olmasi da énemli bir kriterdir (Yang, 2005).

Antik DNA eldesine yonelik literatiirde diglerden sonra en siklikla
karsimiza ¢ikan 6rnek femurdur (Hanna, 2012). Diger iskelet boliimleri
cevresel kosullar nedeni ile yok oldugunda bile, kuvvetli korteks yapisi
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geregi femur varligini koruyabilmektedir. Femuru giicli kilan yapisi,
O6rnegin dekontaminasyonunun da kiyasla rahat yapilabilmesini saglar
(Gilbert, 2005; Yang, 2005). Ancak yine ayn1 nedenden femur 6rneklerinden
DNA eldesi 6ncesi toz haline getirme agamasi da daha zordur.

Bunun yaninda yakin tarihli, kimliklendirme amach gerceklestirilen
toplu gomii ¢alismalarinda manipiilasyonu daha kolay olan talus siklikla
kullanilan 6rnekler arasindadir. Talus kemiginin boyutu onun kazilarda tek
parca olarak bulunma olasiligimi arttirirken ayni zamanda sahadan
laboratuvara transfer siirecini de kolaylastirir. Fakat femur kadar kuvvetli bir
korteks yapisina sahip olmadigindan bu 6rnek dekontamine edilirken daha
hassas uygulamalar gerektirmektedir (Gilbert, 2005; Yang, 2005).

Bu bilgiler 1s181nda farkli tarihlere ait, farkli iklimsel kosullardan elde
edilen talus ve femur Orneklerinin, 6n hazirlik siiregleri ve sonugta elde
edilen DNA verimi acisindan kiyaslanmasi, bundan sonra iilkemizde
gerceklestirilecek antik DNA calismalar1 i¢in bir 6n bilgi edinilmesi
acisindan 6nemlidir.

Gerec¢ ve Yontemler
Ornek secimi

Calismada farkli tarihler ve farkli iklimleri temsil etmesi agisindan dort kazi
bolgesi se¢ilmistir. Kazi alanlarinin konumlart Resim 1°de, kazi bolgelerinin
yeri, tarihi ve iklim kosullarina ait ayrintilar ise Tablo 1’de verilmistir.

‘Pauom

s

"Seyn;mer‘Cav\um‘ ‘

Resim 1. Kazi alanlarinin konumlari
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Tablo 1. Belirlenen kazi bolgelerinin yeri, iklim bdlgesi ve tarihleri.
Kazi ismi Yeri Tarihi iklim
Parion Canakkale ~1500 Akdeniz iklim kusagi
Patara Antalya ~3250 Akdeniz iklim kusag1
Seyitomer Kiitahya =3000 Karasal iklim kusag1
Cavlum Eskisehir ~3750 Karasal iklim kusag1
Calismada secilen kazi bolgelerinden elde edilen iskeletlerden,

antropologlar tarafindan uygulanan yas ve cinsiyet kriterleri de gbéz Oniine
alinarak birey ayrimi gerceklestirilmistir. Literatiirdeki bilgiyi destekleyecek
sekilde agirlikli olarak en gok goriilen ve en saglam iskelet par¢asinin femur
oldugu gozlemlenmis ve ¢alismada degerlendirilecek ilk iskelet boliimiin femur
olmasma karar verilmistir. Bunun yaninda toplu gémiilerden kimliklendirme
yapan laboratuvarlarin deneyimlerine gore toz haline getirme kolaylig1 ve sonug
alma orani agisindan son giinlerde tercih edilen talus kemigi de bu calismaya
dahil edilmistir. Ayn1 bireye ait hem femur hem de talus 6rneginin bulunmadigi
durumlarda 6rnek sayisimi tamamlamak adina segilen birey sayist arttirilmistir
(Tablo 2). Femur ve Talus kemikleri secilirken miimkiin oldugunca biitiinliigii
bozulmamus 6rneklere 6ncelik verilmistir (Resim 2).

Tablo 2. Kazi alanlarina gore secilen bireyler ve kemik 6rnekleri

KAZI ISMi YERI BIREY# Birey Yasi ve Cinsiyeti | Femur | Talus
M45 38, erkek + +
M35 birey | 45+, kadin + +

Cavlum Eskigehir | F4 Pithosl B 44, kadin + +
M20 birey 1 39, erkek + +
M72 birey 1 56, kadin + +
J 1356 birey 1 Geng erigkin, erkek - +
K951 Erigkin, erkek + +

. . J1467 birey 1 Cocuk, ? + +

Seyitomer Katahya = e, bire)}/f 4 Eriskin, kadm n n
0 1657 Cocuk, ? + +
V1660 birey 4 - + -
SDS 5 Inolu oda mezar 25-28, erkek + +
OM 2 tahta kasa 2 25-28, erkek + +

Parion Canakkale OM 3 Dogu Qda Mezar 28-34, erkek + +
PM 3 pitos mezar | ;, . ..

Ileri erigkin, kadin + -
nekropol
M181 ileri erigkin, erkek + -
M47 kasa 62 28, erkek + +
M9 kasa 46, birey 10 47-50, erkek + +
M9 kasa 76 birey 1,

Patara Antalya | kaynak kilise ! 1213, cocuk " )
Ml I Kasa 16 kaynak 56-70, kadin + +
kilise
K57 Kasa 57 56-70, erkek + -
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Resim 2. Calisma i¢in secilen 6rnekler miimkiin oldugu kadariyla biitiinligiinii en
iyi koruyanlar arasindan secilmistir.

Dekontaminasyon

Toplanma siirecinde ¢ok sayida bireyin temasima maruz kalan ve uzun siire
DNA analizlerinde kullanilacak bir materyal i¢in uygun olmayan kosullarda
depolanan 6rnekler, dis yilizeylerinin kontaminantlardan arimdirilmasi i¢in bir
seri temizleme islemine maruz birakilmistir. Ornekten DNA elde edilmesine
kadar olan hazirlik asamalarinin modern insan DNA’s1 calisiilmamis bir
laboratuvarda gergeklestirilmesi gerektiginden bu asamalar adli antropoloji
laboratuvarinda bu amag igin tasarlanan UV ile steril edilebilir cam
kabinlerde gerceklestirilmistir.

Dekontaminasyon i¢in Kemp ve Smith (2005) tarafindan kullanilan
prosediir modifiye edilmistir. ilk asamada 6rnekler %10’luk SDS soliisyonu
kullanilarak yikanmis ve ardindan her yiizey 10dk siireyle 20cm mesafeden
UV uygulanmasi ile steril kabinler igerisinde dekontamine edilmistir (Kemp
ve Smith, 2005).
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Kemik orneklerinin toz hale getirilmesi

Dekontamine edilen 6rnek DNA eldesi i¢in toz haline getirilmeden 6nce tek
kullanimhik  zimparalar kullanilarak  dremel araciligt ile yiizeyi
temizlenmistir. Temizlenen bolge steril dremel uglar1 yardimiyla toz haline
getirilmistir (Resim 3). Uglar calisma dncesi ve sonrasinda otoklavlanmustir.

Resim 3. Kemik 6rneklerinin toz haline getirilmesi

Toz haline getirme islemi bagimsiz bir ortamda bu islem i¢in tasarlanmig
6zel kabin igerisinde yapilmistir. Kabin her islem sonrasinda %10’luk
camasir suyu ve UV 151k uygulamasi ile dekontamine edilmistir.

Dekalsifikasyon

Toz haline getirilen 6rnekler kalsiyum fazlasinin uzaklastirilmasi igin DNA
eldesi Oncesi dekalsifikasyon agamasina tabi tutulur (Prado, 1997; Peter,
2015). Dekalsifikasyon +4 derecede 0.5SM EDTA igerisinde c¢alkalamali
inkiibatorde 4 saat birakilarak gerceklestirilmistir. Bu siirecte 3 asamada
EDTA vyenilenerek dekalsifikasyon etkinligi arttirilmigtir. Ornekler 4 saatin
sonunda iki kez steril distile su ile yikanarak DNA eldesi igin hazir hale
getirilmistir.
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DNA eldesi ve miktar tayini

Calismada DNA eldesi i¢in antik DNA literatiiriinde en ¢ok kabul goren
yontem olan fenol kloroform ekstraksiyon yontemi kullanilmistir (Hoft-
Olsen, 1999). Dekalsifiye edilen kemik tozu iizerine eklenen 500ul lizis
cozeltisi (STE -Sodium-Tris-EDTA, %10 luk SDS, ve Proteinaz K(20
mg/ml), pH:8.0) ile drnek gece boyu 56 °C’de inkiibe edilmistir. Ardindan
esit hacim fenol: kloroform: izoamil alkol (25:24:1) ile piirifiye edilmistir.
Sonucta elde edilen pelet 25ul steril distile suda ¢oziilerek miktar tayini
asamasina kadar -20 °C’de saklanmuistir.

Dort farkli kaziya ait Ornekler birbirlerinden bagimsiz zamanlarda
negatif kontrol varliginda ¢alisilmistir. Her 6rnek i¢in es zamanli 3 tekrar
gergeklestirilmigtir.  Elde edilen DNA’lar Nanodrop ND-1000 cihazi
kullanilarak spektrofotometrik olarak Sl¢tilmiistiir.

Amplifikasyon

Amplifikasyon asamasinda Amelogenin genindeki 126b¢ ‘lik bdlgenin
¢ogaltilmasi i¢in sentezlenen primer ¢ifti kullanilmistir. Reaksiyon 2mM
MgCl, varhiginda 60 °C baglanma 1sisinda gerceklestirilmistir. Her PCR
reaksiyonunda negatif ve pozitif kontroller kullanilmustir.

Bulgular

Dort kazi bolgesinden elde edilen iskelet materyalleri, kazida bulunduklari
lokasyon, yas ve cinsiyet Ozellikleri degerlendirilerek bireyler halinde
ayrilmigtir. Bu ayrimdan sonra femur Orneklerinin sayica diger iskelet
parcalarindan fazla oldugu g6z 6niinde bulundurularak ve ayni bireylere ait
talus kemiklerinin de bulunmasi hedeflenerek calismada degerlendirilecek
bireyler secilmistir. Ancak orneklerin korunum diizeyleri farkli oldugundan
femur kemigi sayist kadar talus kemigi bulunamamistir (Tablo 3). Bes femur
ve talus sayisia ulasabilmek adina Seyitdmer kazisinda 6 birey ¢aligmaya
dahil edilmis ancak Patara ve Parion kazisinda Talus sayist sinirlt
oldugundan birey sayisimin arttirllmasinda bir kazanim olmadig
anlasilmustir.

Tablo 3. Kazilara gore bulunan femur / talus sayisi

DNA analizi yapilan

Kazi Alan1 | Birey Sayisi iskelet balimleri

Cavlum 5 5 femur, 5 talus
Seyitomer | 6 5 femur, 5 talus
Parion 5 5 femur, 3 talus
Patara 5 5 femur, 3 talus
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Ornekler 6ncelikle DNA analizlerine uygunluklar1 agisindan morfolojik
olarak degerlendirilmigtir. Miimkiin oldugunca biitiinliiklerini koruyan
orneklerin secilmesi yoluna gidilmistir. Ancak karasal iklim bdlgesinden
cikartilan orneklerin (6zellikle Cavlum) diger 6rneklere gore daha kirilgan
oldugu ve hassasiyet gerektirdigi gdzlenmistir.

Her bireye ait belirlenen kemik ornekleri 3 tekrarli olarak izole
edilmistir. I1zole edilen DNA 6rneklerinin spektrofotometrik 6l¢tim sonuglari
Tablo 4’te goriilmektedir.

Orneklerin ii¢ tekrarli izolasyonlar1 igerisinden en iyi absorbans
degerlerine sahip olanlara dncelik verilerek amplifikasyon gergeklestirilmis,
pozitif kontrol drneklerinde 126bg¢’lik amplikonun basarili olarak amplifiye
olmasina ragmen Orneklerimiz ve negatif kontrollerde amplifikasyon sonucu
gdzlenmemistir.

Tablo 4. Omeklerden elde edilen DNA’larm nanodrop sonuglari

P : : KAZI FEMUR TALUS
KAZIISMI | YERI BIREY # YASI ng/ul 260/280 ng/ul 260/280
98,0 1,67 40,3 1,65
M45 1259 1,69 280,1 1,49
104,5 1,75 983,8 1,45
56,1 1,69 73,4 1,59
M35 85,78 1,7 171,2 1,46
15,25 1,73 5235 1,38
96,4 1,62 217,6 1,5
Cavlum Eskisehir F4 pitos 1B ~3750 218,9 1,7 199.3 1,54
199,6 1,57 178,7 1,56
150,8 1,69 960,6 1,45
M20 126,5 1,67 1691,1 1,46
97,4 1,66 389,6 1,45
88,3 1,54 450,7 1,56
M72 35,6 1,55 462,7 1,45
149,3 1,61 262,0 1,5
75,2 1,56 208,5 1,57
K951 51,7 1,53 243,7 1,53
74,5 1,57 189.4 1,58
67,7 1,44 166,94 1,67
J1467 57,2 1,6 178,9 1,74
77,9 1,54 73,5 1,6
54,8 1,52 220,8 1,58
01657 33,24 1,56 269,3 1,56
. .. 82,01 1,51 138,0 1,57
Seyitomer Kiitahya ~3000 8.1 1.53 253.8 1.63
K784 58,8 1,58 181,0 1,73
65,7 1,54 202,0 1,68
42,1 2,62 - -
V1660 93,7 1,66 - -
2943 1,08 - -
- - 204,2 1,59
J1356 - - 198,2 1,56
- - 314,3 1,54
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Tablo 4. Orneklerden elde edilen DNA'larin nanodrop sonuglar1 (devamr)

105,5 1,57 154,0 1,71
SDS 5.1 133,6 1,59 1774 1,66
139,3 1,46 368,7 1,49
97,4 1,57 130,8 1,46
OM 2 142,6 1,48 3453 1,59
158,0 1,47 295,0 1,65
171,8 1,5 318,3 1,55
Parion Canakkale OM 3 ~1500 170,6 1,53 383,0 1,47
1924 1,51 178,5 1,55
120,8 1,4 - -
PM 3 152,1 1,5 - -
152,5 1,55 - -
121,5 1,54 - -
Mi181 181,2 1,52 - -
126,1 1,54 - -
70,1 1,51 89,1 1,53
M47 11,3 1,76 82,7 1,6
74,9 1,66 59,1 1,62
26,22 1,42 113,4 1,54
M9 115,3 1,56 91,1 1,55
27,8 1,61 66,3 1,61
99,1 1,51 - -
Patara Antalya M9 B1 ~3250 94,1 1,5 - -
84,8 1,53 - -
60,4 1,62 - -
Ml11 73,9 1,57 - -
152,7 1,67 - -
24,2 1,53 425,8 1,36
K57 52,7 1,49 418,5 1,37
120,8 1,48 369,1 1,39

Tartisma

Antik DNA analizleri tarihi toplumlar hakkinda gegmiste hayal dahi
edemedigimiz bilgiler saglayarak antropolojide yeni bir doénemin
baslamasini saglamistir. Ancak bu alanda 6rneklerin DNA analizleri i¢in
uygun kalitede ve miktarda olmamasindan kaynaklanan birgok zorluk
yasanmaktadir. Ornegin, bircok antik materyalde mevcut tekniklerle
saptanabilecek endojen DNA bulunmaz. Avrupa’da farkli yiiksekliklerden
elde edilen 24 Neandertal kalintisi {izerinde gergeklestirilen ¢aligmalarda
bunlarin sadece 4 tanesinin Neandertal DNA’s1 icerdigi tespit edilmistir
(Paabo, 2004). Ancak aymi Orneklerden cagdas insan DNA’s1 amplifiye
edebilecek primerler kullanilarak deneme yapildiginda sonug¢ alinmistir. Bu
da antik DNA c¢alismalarindaki Onemli bir sorunun modern DNA
kontaminasyonu oldugunu gdstermektedir. Bu sorun ile basa ¢ikmak i¢in iki
yaklagim onemlidir. Birincisi laboratuvar kontaminasyonun oOnlenmesidir.
Bunun en iyi yolu da antik 6rnekler i¢in ayrilmis bagimsiz bir laboratuvarda
bu caligmalarm gergeklestirilmesidir. Ikincisi de DNA’nin giivenirliligini
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gosteren bir seri kriterin uygulanmasidir. Bu kriterler arasinda 6rneklerin dis
kontaminantlardan temizlenmesi i¢in uygulanmasi gereken dekontaminasyon
siireci de yer alir (Paabo, 2004; Yang, 2005).

Calismamizda DNA eldesine kadar olan 6rnek hazirligi asamalari
herhangi bir DNA c¢alismasi yapilmamis, adli antropolojik incelemeler i¢in
hazirlanmig bos bir odada gergeklestirilmistir. Oda tamamen bu siirece
ayrilmig olmasina ragmen 6zel havalandirma kosullar1 uygulanamadigindan
orneklerin hazirlanma siirecinde kontrol edilebilir steril alan yaratmak amaci
ile tasarlanmis, UV ile dekontamine edilebilen cam kabinler kullanilmuistir.

Orneklerin dekontaminasyonu igin tercih edilecek protokol, hangi
iskelet parcalarmin kullanildigina ve bu oOrneklerin korunma diizeylerine
gore farklilik gosterir. Literatiirde yaygin olarak fiziksel uzaklastirma ile
dekontaminasyon ve kimyasal ile dekontaminasyon olmak iizere iki tip
uygulama vardir (Watt, 2005). Calismamizda her iki yontem de ardisik
olarak uygulanmistir. Oncelikle orneklerin dis yiizeyleri %0,1’lik SDS
¢ozeltisi ile yikanmigtir. SDS, DNA eldesi asamasinda lizis ¢ozeltisi iginde
de yer alan ve DNA’ya zarar vermedigi bilinen bir deterjandir. Orneklerin
endojen DNA’larma zarar vermemek igin On temizleme asamasi olarak
tercih edilmistir. Dekontaminasyonda yaygin olarak kullanilan ¢amagir suyu,
iyl korunmamis &rneklerde igeri niifuz edip, endojen DNA’ya zarar verme
riski nedenli ile tercih edilmemistir (Yang, 2005). SDS ile yikanan 6rnekler
daha sonra UV uygulamas1 gergeklestirilecek cam kabinler igerisinde her
ylizey 10dk, 20cm mesafeden UV 1simasi ile dekontamine edilmistir.
Literatirde dogru siireler ve dogru mesafe tercih edildigi takdirde UV
uygulamasmin Orneklere zarar vermedigini gosteren ¢ok sayida galigma
vardir (Watt, 2005; Yang, 2005; Martinez, 2015). Bu asamalardan gegen
ornekler ardindan toz haline getirilmeden bir kez de fiziksel yontemlerle
dekontamine edilmistir. Bu asamada herhangi bir kazima yOntemi
kullanilabilir (Watt, 2005). Calismamizda orneklerin toz haline getirilmesi
amaci ile kullanilacak olan dremel, bu amag i¢in de kullanilmistir. Dremel’e
takilan tek kullanimlik zimpara uglan ile 6rnegin elde edilecegi alan dis
ylizeyinden arindirilmaistir.

Antik DNA c¢aligmalarinda ilk asama morfolojik o6zellikleri de goz
oniline alinarak DNA eldesine en uygun olabilecek 6meklerin secilmesidir.
Iklimsel ve dénemsel farkliliklar: nedeni ile secilen 4 kazi bdlgesinden elde
edilen insan iskelet kalintilar1 incelendiginde, agirlikli olarak en fazla
bulunan ornegin femur oldugu gozlenmistir. Femur, insan iskeleti
icerisindeki en uzun, kiitlece en agir ve yapisal olarak en giiclii kemik oldugu
icin bu durum sasirtict degildir (White, 2012). Ayrica antik DNA
calismalarinin 6nemli bir kisminda da yogunluk ve kalin korteks yapisi
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geregi en ¢ok tercih edilen kemikler arasinda yer almaktadir (Hanna, 2012;
Damgaard, 2015). Yine felaket kurbanlarinin kimliklendirildigi, toplu 6liim
olgularinda da femur iskeletinin kimliklendirme ve DNA analizleri igin
onerildigi goriilmektedir (Prinz, 2007). Calismamizda da bu nedenle
metodoloji agisindan degerlendirilecek 6rneklerden birisinin femur olmasina
karar verilmistir. Ikinci 6rnegimiz olan talusun secilmesinde de gdz oniinde
bulundurulan kriter, kii¢iilk olmasi1 nedeniyle biitiin olarak ele gegirilme
olasiligi yiiksek iskelet parcalarindan birisi olmasi, yakin tarihli
kimliklendirme c¢aligmalarinda tercih edilen bir 6rnek olmasi ve yine
boyutlar1 nedeni ile sahadan laboratuvara transfere uygun olmasidir. Yapisal
ozellikleri ve dolayisiyla fiziksel korunma diizeyleri farkli olan bu iki 6rnek
dekontaminasyon verimliliginin kiyaslanmasi ag¢isindan onemli bilgiler
verebilecekleri diisiiniilerek de tercih edilmistir. Literatiirde yogunlugu,
transfer kolayligi ve DNA verimi agisindan en iyi Ornekler arasinda
gosterilen petrous kemigi, kazilardan elde ettigimiz 6rnekler arasinda yeterli
sayida bulunmadigi i¢in bu ¢aligmaya dahil edilememistir (Gamba, 2014).
Yine giiclii yapist nedeniyle kazilarda siklikla karsimiza ¢ikan dis drnekleri
de, kaliteli DNA elde edilebildikleri halde giiniimiiz molekiiler ¢alismalar1
i¢in miktar olarak yeterli DNA elde edilemedigi bilindiginden ¢alismanin
disinda tutulmustur (Alakog, 2009; Rohland, 1994).

Antropologlar tarafindan gerceklestirilen 6n c¢alisma ile kazilardan elde
edilen insan iskelet kalintilar1 bireyler olarak ayrilip, yas ve cinsiyetleri de
belirlenerek isimlendirilmistir. Bu bireyler arasinda femur ve talus kemikleri
bulunan 5’er birey se¢ilmeye calisilmistir. Ancak Seyitomer kazisinda femur
kemigi bulunmayan tek 6rnek disinda, segilen tiim bireylerin femur kemigi
bulundugu halde 21bireyden 5 tanesinin talus kemigi bulunmamistir. Bu
durumda femurun kalin korteksinin onu siiregte korudugunu sdylemek
miimkiindiir. Ornek seciminin rastgele yapilmamasinin nedeni drnek yasi ve
cinsiyetinin korunum diizeyine etki ediyor olabilecegini sdyleyen
calismalardir (Gamba, 2012). Orneklerin ayni bireylerden segilmesi kemik
yast ve cinsiyet faktorleri devreye girmeksizin iki iskelet boliimiiniin
dekontamine edilebilirlik ve DNA verimi a¢isindan kryaslanmasina olanak
vermisgtir.

Femur omneklerinin kuvvetli korteks yapismma ragmen genelde daha
zayif yapidaki femur basi bolgelerinden hasara ugradigi goriilmiistiir. Bu
nedenle femurlardan 6rnek alinirken sert ve dayanikli gévde boliimii tercih
edilmistir. Her ne kadar farkli yillara ait, farkli ¢evresel kosullara sahip
kazilardan elde edilen 6rnekler farkli dayanikliliklarda olsa da femur gévdesi
kuvvetli yapis1 geregi her 4 kazida da talus Orneklerine gore daha zor toz
haline getirilmistir.
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Talus oOrnekleri kiiclik yapilar1 geregi genelde tek parca halinde
bulunmugtur. Gézenekli yapisi bu 6rneklere dekontaminasyon uygulanirken
hassas davranilmasini gerektirmistir. Ornekler DNA eldesi icin toz haline
getirilirken de femur Orneklerinde yasanan zorluklar yasanmamustir.
Boyutlar1 nedeni ile kolay depolanan ve transfer edilen talus 6rneklerinin
kolaylikla toz haline getirilebilmesi, yakin tarihli kazilardaki kimliklendirme
olgularinda neden tercih edildiklerini de agiklamaktadir.

Farkli iskelet boliimlerinin DNA’y1 koruma diizeyleri agisindan farklilik
gosterdigini  sOyleyen calismalarin yaninda, DNA veriminin iklimsel
farkliliklar, depolama siire ve kosullar1 ve toprak yapisindan da etkilendigini
sOyleyen calismalar vardir (Hagelberg, 1991; Hummel, 2003). Calismamizda
yer verdigimiz kazilar i¢in bu baglamda bir toprak incelemesi yapilmamustir.
Ancak kazilarin tarihleri, bolgeleri ve kazidan elde edilen Orneklerin
depolanma siireleri bilinmektedir. Cavlum kazisi =3750 yil ile en eski
doneme tarihlendirilmis olan 6rnekleri icerir. Bu 6rnekler ayrica 15 yil ile en
uzun depolama siirelerine de sahiptir. Kemik oOrneklerinin uzun bekleme
stireleri i¢inde organik/inorganik yapilarinda meydana gelen oransal farklilik
nedeni ile dayanikhiliklarii kaybettikleri ve kirllgan hale geldikleri
bilinmektedir (Brothwell, 1981). On hazirlik olarak yapilan calismalarda
Cavlum orneklerinin en kirilgan ve manipiilasyonu en zor 6rnekler oldugu
da goriilmiistiir. Toprak analizleri yapilmamis oldugu icin bu kirilganlikta
ayrica toprak igeriginin etkisi oldugunu anlamak miimkiin olmamistir. Ancak
elde edilen DNA’nin miktar ve kalitesi ile modern DNA kontaminantlarinin
uzaklastirilmast agisindan Cavlum orneklerinin diger kazi 6rneklerinden
onemli bir farki olmadig1 goriilmektedir.

Caligmaya dahil edilen Ornekler arasinda kemik biitiinliigii en iyi
korunanlar Parion (Canakkale) kazisindaki 6rneklerdir. Bu kazi =1500 yil
oncesine tarihlendirilmistir. Bu a¢idan en yakin tarihli 6rnekleri igerir.
Ayrica Parion kazisinin 6rneklerinin depolama siireleri de 10 yildan daha
kisadir. Bunun yaninda antropologlarin kazi materyali ile ¢alisma Oncesi
gerceklestirdikleri yikama islemi bu orneklere uygulanmamis, Ornekler
caligma Oncesi suyla temas edilmeksizin temizlenmislerdir. Bu farkliliklarin
nem oram yiiksek Akdeniz Iklimine ragmen &rneklerin daha iyi
korunmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Orneklerden elde edilen DNA’nin miktar ve saflik diizeylerinin
anlasilmasi i¢in spektrofotometrik analiz yapilmistir. 260nm’de gergeklesen
absorbans DNA miktarini gdsterirken, 260/280nm’deki absorbans orani ise
DNA’nin saflig: ile ilgili bilgi verir. Saf bir DNA 6rneginin 260/280nm
orani 1.8-2.2 arasinda olmalidir. Ayni1 bireye ait femur ve talus 6rneklerinde
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saflik acisindan kayda deger bir fark bulunmamis ve ayni drneklerin 3°1i
tekrarlarinda tutarlilik oldugu goriilmiistiir. Bu da ekstraksiyon yonteminin
dogru uygulandigini gostermektedir. Elde edilen DNA miktar1 agisindan
ayni bireyin femur ve talusu kiyaslandiginda érneklerin 6nemli bir kisminda
talus’dan daha ¢ok miktarda DNA elde edildigi gdze carpmaktadir. Ilk
bakista kuvvetli yapis1 geregi femurun DNA verimi agisindan daha yiiksek
sonuglar vermesi beklendigi i¢cin bu sonug¢ sasirtict olsa da, 6n hazirlik
agamasindaki farkliliklar ve kemiklerin yapisal farkliliklarinin yaniltict etki
gbstermis olabilecegi diisliniilmektedir. Dremel yardimi ile toz haline
getirme islemi 1sinmaya ve dolayisiyla Ornegin zarar gdrmesine neden
olabilecek bir siirectir. Ornek ne kadar uzun siirede toz haline getirildi ise bu
zararl stirece o kadar uzun siire maruz kalmis olmasi gerekir. Her ne kadar
kisa siireli temaslarla 1sinma engellenmeye caligilsa da femur 6rneklerinin
toz haline getirilmesi talus Orneklerine goére daha uzun siirmiis ve bu
olumsuzluktan daha cok etkilenmis olabilirler. ikinci ihtimal de talusun
gbzenekli yapist ile ilgilidir. Her ne kadar bir seri dekontaminasyon islemi
ile oOrnekler temizlenmis olsa da, talusun gozenekli yapisi muhtemel
bakteriyal kontaminasyonlarin  temizlenmesini  engellemis  olabilir.
Nanodropta ¢ikan yiiksek DNA konsantrasyonlarinin bir nedenin de bu
bakteri DNA’larinin varligi olabilecegi diisiiniilmektedir.

DNA molekiili canlida hiicre i¢i mekanizmalarla korunur. Hiicre
canliligm vyitirdiginde DNA iizerindeki koruma kalkar ve DNA hasari
meydana gelir. Gegen zaman ve kosullar bu hasarin derecesinde etkilidir.
Hasar tipleri farkli olmakla birlikte en etkili olan1t DNA’nin kiigiik pargalara
ayrilmasidir. Degradasyon olarak adlandirdigimiz bu siire¢ nedeni ile antik
orneklerden elde edilen DNA molekiiliiniin PCR ile ¢ogaltilabilmesi giictiir.
Bu nedenle antik DNA c¢alismalarinda temel olarak 200bg¢ iizerindeki
amplifikasyonlar modern DNA kontaminasyonu olarak goriilmektedir
(Ricaut, 2005). Buzul ve kehribar orneklerinde daha uzun antik DNA
fragmentleri goriilmiistiir, ancak bunlar koruma diizeyleri standartin iizerinde
antik Orneklerdir. Calismamizda &rneklerin amplifikasyonunda 126bg¢’lik
amelogenin bolgesi tercih edilmistir. Orneklerimizin higbiri bu boyutta
fragment i¢in pozitif amplifikasyon sonucu vermemistir. Bu da orneklerin
daha kiigik fragmentlere degrade oldugunu ve modern DNA
kontaminantlarindan arindirilabildigini  gostermektedir. Degradasyon
derecesini belirleyebilmek igin daha kiigiik amplikonlarla amplifikasyonlari
denemeye devam etmek gerekir. Alakog (2009) tarafindan antik dis 6rnekleri
ile gergeklestirilen ¢alismada da 60 Ornekten sadece bir tanesi 125bg’lik
faktor V Leiden geni i¢in pozitif sonu¢ vermistir.
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Sonuc ve Oneriler

Bir 6n calisma olarak kabul edilebilecek bu arastirmanin ardindan ek bir
biitce ile farkli fragment boylarinda yeni amplifikasyon denemeleri
yapilmasi, var olan DNA’nin bir kisminin bakteriyal DNA olma olasiligina
kars1 bakteri genomuna yonelik denemeler yapilmasi, olumsuz kosullarda
kalan Orneklerde daha iyi sonug¢ verdigi bilinen mitokondriyal DNA
genomuna yonelik amplifikasyon denemeleri yapilmasi elde edilen sonuglari
daha tartigilabilir kilacaktir.
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