AUDTCEF, Antropoloji Dergisi, Sayi:32 (Aralik 2016), 5.23-41

DEGERLENDIRME / REVIEW

ANTROPOLOJIK KEMIK ORNEKLERINDEN
ANTIK DNA CALISMALARI

Evrim TEKELI*, Ciineyt ELMA**

Gonderim/Received: 13 Ekim/Oct. 2016
Kabul/Accepted: 14 Kasim/Nov. 2016

Oz

Anadolu, ¢ok sayida prehistorik medeniyete ev sahipligi yapan tarihi ve biyolojik
agidan ¢ok zengin bir cografyadir. Bu cografyamn dort bir yami arkeologlar ve
antropologlar i¢in degerli bilgiler saglayan kazi alanlari ve antik materyaller ile
doludur. Yapilan kazilardan ¢ikartilan ¢esitli materyaller arkeologlar icin gegmisin
aydinlatilmasi icin onemli olurken, antropologlar i¢in de kazidan ¢ikarilan iskelet
ornekleri iizerinde yapilan morfolojik ¢alismalar, merak edilen bir¢cok soruyu
cevaplamaktadir. Genetik teknolojinin ilerlemesi ve antropolojinin diger bilim
dallart ile koordineli ¢alismast sonucunda antik DNA ¢alismalart ve buna bagl
olarak molekiiler antropoloji ortaya ¢ikmistir. Antik DNA ile ge¢mis zamandan
giintimiize tiirlerin  birbiri ile iligkileri, evrimsel gelisimleri, bireylerin ve
populasyonlarm go¢ yollart gibi bir¢ok antropolojik bilgiler saglanabilir. Antik
orneklerde DNA nin ¢ok az miktarda olmasi, 6rnegin tarihi ve iginde bulundugu
sartlara gore degisen derecelerde degrade olmasi ayrica kontaminasyon riskinin
yiiksek olmasindan dolayr sonug elde edilmesi olduk¢a zor olan bu érnekler dikkatli
ve zahmetli bir calisma gerektirir. Antik DNA ¢alismalarinda kazi alamindan
baslayarak laboratuar analizleri ile sonuglanan ¢alismalarda wuygulanacak
prosediirler ve alinmasi gereken énlemler basarili bir sekilde gerceklestirildiginde
ge¢cmise ait merak edilen sorular cevaplanmis olacaktir.
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Ancient DNA Studies from Anthropological Bone Samples
Abstract

Anatolia is very rich geography which has received many pre-historic civilisations
historically and biological. Excavation sites and antique materials which provide
valuable information for archeologists and anthropologists around all sides of this
geography. While various materials which have been taken out of the excavations
have been significant to illuminate the past, morphological studies on skeleton
samples which have been taken from the excavations have replied many concerned
questions for anthropologists. Ancient DNA studies and accordingly molecular
anthropology have occurred as a result of the development in the genetic technology
and the coordinated studies with other sciences of anthropology. Many
anthropological information can be gotten from aDNA as the relations between
species from past to the day, their evolutionary developments, individuals and
populations' migratory routes. These samples which are very difficult to be
concluded due to very little DNA in ancient samples, for example, their
degradation at varying degrees by history and its conditions, and furthermore, the
high contamination risk require careful and hard studies. When procedures that will
be applied in the studies which have been concluded from the excavation sites to
laboratory analyses in ancient DNA studies and precautions to be taken are
successfully done, the concerned questions belonging to past will have been replied.

Keywords: ancient DNA, anthropology, molecular anthropology, contamination

Giris

Insanlar her zaman kokenleri hakkinda bilgi sahibi olmak istemislerdir.
Gegmisgten giiniimiize kadar yapilan c¢alismalar sonucunda insan
popiilasyonlarinin  kdkeni hakkinda ¢esitli kanitlar elde edilmistir.
Gunlimuzde molekuler antropolojinin ve DNA analiz tekniklerinin ilerlemesi
sonucu daha fazla bilgi edinme imkani dogmustur. DNA ¢aligmalarindan
elde edilen genetik bilgi kisilerin atalar1 hakkinda biyolojik veriler elde
etmemize, eski popilasyonlar ile ilgili hipotezler gelistirmemize yardimci
olmaktadir.

Uzun yillar 6ncesine ait olan, biyolojik drneklerden elde edilen DNA
“gecmiste kalan”,  “gecmise ait” anlamina gelen “ancient” ifadesi
kullanilmaktadir (Hummel, 2003). Tiirkge kaynaklarda da aDNA igin “eski”
anlaminda kullanilan ‘antik DNA’ kelimesi kullanilmigtir (Gokglimen,
2004, Giiral, 2007). Antik DNA, binlerce yillik arkeolojik kazilar sonucu
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ortaya ¢ikarilan biyoarkeolojik Orneklerde ¢ok az miktarda bulunan
DNA’dan calisma imk&ni sunar. Antik DNA calismalar1 giliniimiizden
yaklagik olarak 32 yil 6nce baglamistir. Literatiirlere gecen ilk ¢alisma 1984
yilinda yapilmistir, bu c¢aligmada soyu tiikkenmis olan bir quaggadan
(zebranin alt tiirii) mitokondriyal DNA dizileri ¢ikarilmistir. Daha sonra
1985 yilinda Misir’da bir miizede bulunan yaklasik 2400 yillik bir insana ait
mumyadan niikleer DNA dizilimi elde edilmistir. Genetik alanindaki
teknolojilerin ilerlemesi ve farkli bilim dallarinin bir araya gelmesi ile
aDNA’nin arastirma alani genislemistir (Padbo, 1985).

Antik DNA Calismalarimin Kullanim Alanlar:

Antik DNA calismalarinda kullanilan molekiiler teknikler ile eski iskelet
kalintilarinda arkeolojik, paleontolojik ve antropolojik sorular
cevaplanabilmekte boylece atalarirmiz hakkinda daha fazla bilgi
edinilmektedir. Bununla birlikte hayvan ve bitki DNA’lar1 ile yapilan
caligmalar sayesinde ge¢misten giiniimiize yasayan canli tiirleri ve tiirler
arast iliskiler belirlenebilmekte bu sayede evrim c¢aligmalarina katki
saglamaktadir. Insan DNA’s1 baz1 kisisel genetik karakterleri icerir ve bu
genetik kodlarda ge¢miste yasamis olan atalarimiz ile aramizdaki soy bagim
bulmamiza yardimei olmaktadir. aDNA ¢alismalari ile gegmisten giiniimiize
kadar uzanan bu genetik kodlar ve kod guruplar belirlenebilmektedir. Antik
DNA c¢alismalari, populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarm ve gen
akisinin izlenmesinde, filogenetik agacin olusturulmasinda ve diinyada
zaman ile degisen diger demografik siireclerin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Singh ve Garg, 2014).

Cinsiyet Belirleme

DNA kromozom ciftlerinden olusur ve cinsiyet belirleyici olan X ve Y
kromozomlaridir. Cinsiyeti babadan alinacak X veya Y kromozomu belirler.
Adli antropoloji alani, kimliklendirmeye dayali ¢alismalar1 kapsadigi i¢in
cinsiyet belirleme o©nemli bir rol oynamaktadir. Iskeletler {izerinde
antropologlar tarafindan yapilan morfolojik inceleme ile cinsiyet tespiti
yapmak miimkiindiir, ancak iskeletin bozulmus, pargalanmis veya ¢lirlimiis
oldugu durumlarda cinsiyetin belirlenmesi zor olup, kesin bir tespit
yapilamamaktadir. Bu durumda iskelet kalintilar1 ile yapilacak olan DNA
caligmalart onemli olmaktadir (Stone, 2008). Antik DNA ¢aligmalarinda da
gd¢ yollarinin belirlenmesi basta olmak {izere genetik hastaliklarda ve eski
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toplumlarin  yasamis oldugu cografik bolgede olusan varyasyonlarin
belirlenmesi icin Oncelikle iskeletlerin cinsiyetlerinin belirlenmesi gerekir
(Tekeli vd., 2015).

Goc¢ Yollarmin belirlenmesi

Kemik ve dis gibi iskelet kalintilarindan DNA’nin ortaya cikartilmasi ile
insanlarin tarihsel evrimi ve genetigi ortaya ¢iktig1 gibi eski insanlarin gog
yollar1 da belirlenebilmektedir. Go¢ yollarinin belirlenmesinde haplogruplar
kullanir. Mitokondriyal DNA ve Y kromozomunda yiizlerce hatta binlerce
kusak sonrasinda zararsiz olan mutasyonlar olusabilir. Mutasyonlar
sonrasinda olusan genetik isaretler bireyin gegmise ait atalari ile arasindaki
genetik bagi belirler. Bireylerin soyunu devam ettirmesi ile bu genetik
isaretler kusaktan kusaga aktarilir ve gog¢ ederek gittikleri populasyonlarda
haplogruplar ile izlenilen yol belirlenebilir (Singh ve Garg, 2014). DNA
haplogruplari, Mitokondriyal DNA haplogrubu ve Y kromozomu
haplogrubu olmak iizere ikiye ayrilmistir. Y kromozomu sadece erkeklerde
bulundugundan babadan ogula ge¢cmektedir. Y kromozomu iizerinde nadir
gerceklesen mutasyonlar ile bir erkegin hangi haplogruba ait oldugu ve baba
soyunun izi belirlenebilecektir. Anne tarafindan olan soy agacini ve gog izini
belirlemek iginde mitokondriyal DNA’da olusan mutasyonlar sonucunda
ortaya ¢ikan haplogruplart incelemek gerekir (Gililtekin ve Gokgilimen,
2009). Anadolu’nun kiltirel ve genetik gesitliligine 151k tutmak amaci ile
Gokglimen ve arkadaslar (2011) tarafindan, Y kromozomu, mitokondriyal
DNA ve otozomal DNA c¢alismasi yapmustir. Anadolu’nun Yiksekyer
bolgesinin dort fakli yerlesim yerinde (Gogmenkdy, Dogukdy, Merkez ve
Eskikdy) yasayan 140 insandan ve Kizilyer‘de yasayan 30 insandan toplanan
kan oOrnekleri calisilmigtir. Calismanin sonucunda dort fakli yerlesim
merkezinde baba soyundan gelen genetik ¢esitlilik farklilik gosterirken, anne
soyundan gelen genetik ¢esitliligin daha homojen sekilde yayildigt
belirlenmistir. Arastirmacilar, insanlarda ki yerel ve dini kimliklerin genetik
cesitliligin  farkli sekilde yayilmasinda onemli bir faktér oldugunu
vurgulamislardir (Gokcumen vd., 2011).

Hastahklarin belirlenmesi

Iskeletler iizerinde yapilan morfolojik calismalar ve aDNA calismalar ile
gecmiste yasamis insanlarda var olan hastalifa neden olan
mikroorganizmalarin tespiti yapilabilir. Kalitsal olarak gecen hastaliklarin,
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genetik delesyonlar ile olusan ¢icek hastalifi ve veba gibi tarih 6ncesinde
O6lum nedeni olan hastaliklarin belirlenmesinde 6nemli olmaktadir. Bazi
bulagici hastaliklar insan iskeletleri lizerinde benzer sekilde iz birakir ve bu
hastaliklarin birbirinden ayirt edilmesi zor olur. Bu asamada iskelet iizerinde
iz birakan hastaliga yonelik yapilacak DNA ¢alismalari ile gegmiste yasamis
olan insanlarin 6liimiine neden olan hastalik veya popiilasyonlarin kalitimsal
hastaliklar1 belirlenebilir. Iskeleler iizerinde morfolojik olarak patojen izi
gosteren Mycobacterium tuberculae, Mycobacterium leprae, Yersina
pesteris bakterilerinin varligi aDNA analizleri ile de desteklenmistir (Salo
vd., 1994). Yapilan bir bagka caligmada yaklasik 5000 yillik bir Misir
mumyasindan tiiberkiiloz ve difteri hastaligina neden olan Mycobacterium
tuberculosis ve Corynebacterium diphteriae bakterilerine ait DNA’lar elde
edilmistir (Marchant, 2011).

Kimyasal baz1 etkenlere siirekli maruz kalan insanlarim mitokondriyal
DNA'larinda hasarlar (mutasyonlar) meydana gelmektedir. Antik iskelet
kalintilarinda bu mutasyonlarin tespit edilmesi ile kisilerin ne gibi zararl
kimyasal etkenlere maruz kaldiklar1 buna bagli olarak meslekleri ve
kiiltiirleri hakkinda bilgi edinilebilmektedir.

Evrim ve Filogenetik Arastirmalar

Insan genetik gesitliligi ile popiilasyonlardaki tiirler arasi genetik yakimliklar
ve tarih boyunca gelisimleri i¢in 6nemli veriler saglamaktadir. Molekiiler
antropolojinin ortaya ¢ikmasi ve genetik teknolojinin ilerlemesiyle birlikte,
populasyonlar arasindaki ata-torun iliskisi, filogenetik bagin tekrardan ortaya
cikarilmasinda kullanilmaktadir. Kazilar sonucunda ortaya c¢ikarilan
iskeletlerin antropologlar tarafindan morfolojik olarak incelenmesi ve
molekiiler biyologlar tarafindan da DNA analizlerinin yapilmasi ve
arkeolojik buluntularin da incelenerek, hepsinin birbiri ile 6rtiismesiyle insan
evrimine dair bilinmeyenler aydinlatilmaktadir.

Hayvan ve Bitkilerin Tarihsel Gelisimi

Hayvan ve bitki DNA’lar1 ile bunlarin eski zamanlardan gliniimiize evrimsel
gelisimi, bitkilerin ve evcillesmis hayvanlarin tiir kokenleri hakkinda énemli
veriler saglamaktadir. aDNA verileri bitki ve hayvan popiilasyonlarmin
zaman icinde olusan genetik cesitliliginin degisiminde, cografik olarak
popllasyon cesitliligi ve filogenetik iliskilerinin belirlenmesinde, yok olmus
olan tlrlerin gegmisi hakkinda bilgi vermektedir. Van-Yoncatepe
Kalesi’nden ¢ikartilan, 2500 yillik kegi kemikleri ile yapilan bir ¢alismada
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17 kemik 6rnegi kullanilmistir ve bunlardan 9 tanesinden basarili bir sekilde
DNA elde edilmistir. Arastirmacilar, orneklerin bu kadar eski olmasi ve
DNA’nin giiniimiize kadar korunmus olmasini bolgenin cografik konumu ve
iklim etkisi ile baglantili oldugu goriisiindedir (Akis, 2014). Arkeozooloji
alaninda Dagtas (2013) antik DNA c¢alismasi yapmistir. Yapilan bu
caligmada Kilis Oylum Hoytigliinden ve Nigde Tepe Ciftliginden ¢ikarilan
koyunlara ait mandibula ve metapodya kemiklerinde mitokondriyal DNA
calisilmistir. Elde edilen mitokondriyal DNA’lardan haplogruplari
belirlenerek koyun evcillestirme merkezinin Gilineydogu Anadolu
Bolgesi’nde Ozelliklede Kilis’te baskin oldugu belirlenmistir. Bu calisma ile
koyunlarin evrimsel tarihinin aydinlatilmistir (Dagtas, 2013).

Kiltir Olarak Etkisi

Insanlarin avcilik ve beslenme aliskanliklarmi belirlemede, cesitli tiirleri
evcillestirilmesinde, tarih Oncesi hastaliklarinin izini bulmada ve insan
davraniglarini anlamada aDNA ¢alismalar1 kullanilmaktadir. Insan iskelet
kalintilarindan aDNA ¢alismalar ile elde edilen molekiiler veriler gecmiste
yasamis insanlarin sosyal statiilerini, evlilik modellerini, 6li gomme
sekillerini, cinsiyete goére oOlim ve hastalik sekillerini belirlemede
kullanilabilir (Singh ve Garg, 2014).

Beslenme Seklinin Belirlenmesi

Gegmiste yasamis hayvanlara ait buluntular1 gilinlimiizde bulmak zor
oldugundan dolay1 onlara ait koprolit (fosillesmis digki) gibi kalintilar
aDNA analizlerinde kullanmak miimkiin olmaktadir. Koprolitler, hem
bitkisel hem de hayvansal besin kalintilarint igerdigi icin ge¢cmiste yasamis
olan insanlarin beslenme sekilleri koprolitlerden elde edilen mitokondriyal
ve kloroplast genomlarinda yapilacak olan DNA analizleri ile belirlenebilir
(Chobe vd., 1997). Tiirkiye’de basta Catalhdyiik olmak {izere Anadolu’nun
diger kazilarindan c¢ikartilan komiirlesmis bugday tohumlarindan Bilgi¢ ve
arkadaglart (2016) tarafindan DNA dizisi ¢ikartilarak giinimiiz bugday
tiirleri ile karsilastirilmistir. Arastirmacilar, antik bugday tohumlarinin alti
kromozomlu (hekzaploid) oldugu ve ginimizdeki ekmek bugdayina
(Triticum aestivum) veya kabuksuz bugdaya (Triticum spelta) benzedigi
sonucunu elde etmislerdir.Yapilan bu ¢alisma,Orta Anadolu Boélgesi’nin
bugdayim evcillestirilmesinde 6nemli bir bolge oldugunu ortaya koymustur
(Bilgic vd., 2016).
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Antik DNA Kaynag Olarak Kullanilan Biyoarkeolojik Ornekler

Arkeolojik kazilardan elde edilen ¢esitli biyoarkeolojik materyaller aDNA
calismalari i¢in kullanilmaktadir. Genellikle kemik, dis, kurumus yumusak
doku, sag, koprolit ve bitki kalintilar1 aDNA galismalarinda materyal olarak
kullanilmaktadir (Pdadbo vd., 2004; Rizzi vd., 2012). Antik DNA
caligmalarinda, kemik ve dig gibi insan iskelet buluntularinin genetik
materyal olarak degerleri giderek artmakta ve bundan dolayr en ¢ok
kullanilan biyoarkeolojik érnekler olmaktadir (P&abo vd., 2004; Adler vd.,
2011). Insan kaynakli yapilan aDNA calismalarinda yumusak doku da
kullanilmaktadir, 1985 yilinda Pasibo, M.O. 2300 yillik 23 Misir mumyasi
tizerinde sol alt bacaga ait kurumus yumusak dokudan ornek alarak DNA
analizi yapmistir (P&dbo, 1985). Oliim sonrasi yumusak doku oOrnekleri
mikroorganizmalar tarafindan yok edilirler, ancak kuru ve sicak ortamlarda
bulunan cesetlerde meydana gelen mumyalagmadan dolay1 olusan kurumus
doku oOrnekleri mikroorganizmalarin yasamasi i¢in uygun 1s1 ve nem
olmadigindan uzun yillar bozulmadan kalabilir bu nedenle yumusak doku
ornekleri 6nemli bir DNA kaynagidir.

Kemikler ve digler sert yapilarindan dolay1 dis etkenlere karsi
korunakli olduklarindan igerdikleri DNA'yt uzun yillar bozulmadan
muhafaza edebilirler dolayist ile kemikler ve disler 6nemli aDNA
kaynaklaridir. (Hagelberg ve Cleg, 1991; Higgins ve Austin, 2013).

Disler insan viicudunun en sert yapisi oldugu i¢in nem, yiiksek 1s1 ve
mikrobiyal olaylar gibi ¢cevre kosullarina dayanikli olmasindan dolayr DNA
analizlerinde kullanilmaktadir (Daskalaki, 2004; Higgins ve Austin, 2013).
DNA disin pulpasindaki ¢ekirdekli hiicrelerde ve disin dentin tabakasindaki
mitokondrilerde bulunur. Disin sert ve dayanikli mine tabakast DNA’y1 dis
etkilere karsi korumakta degredasyon ve kontaminasyon riskini en aza
indirgemektedir ancak, DNA’dan yoksundur. Bu yilizden dis Ornegi
calisilacagi zaman mine dokusu ile diger dis dokular1 karigtirilirsa minenin
icerdigi kalsiyum ve fazla miktarda mineralden dolayr DNA ekstraksiyonu
ve PZR amplifikasyonunu engelleyebilir. Disteki en zengin DNA pulpada
bulunmaktadir, ancak yasa bagli olarak veya hastalikli diglerde pulpa kalitesi
farkl olabilir (Higgins ve Austin, 2013).

Kemikteki DNA’nin varligt ve miktar1 lokasyona bagl olarak
farklililk gostermesine ragmen femur, humerus ve mandibula gibi sert
kemikler de iyi korunmaktadir (Padbo vd., 2004, Rizzi vd., 2012).
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Slngerimsi kemikler, sert kemiklere gbre daha fazla DNA icermektedir,
ancak gozenekli yapilarindan dolay1 kontaminasyon riski vardir (Parsons ve
Weedn, 1996; O’Rourke vd., 1996) Antik DNA c¢alismalariin baslica
sorunu olan kontaminasyon riskinden dolay1 da siingerimsi dokularin aDNA
caligmalarinda kullanilmasi ¢ok uygun degildir.

Antik DNA’nin Elde Edilmesini Kisitlayan Sorunlar

Antik DNA c¢aligmalarinda  karsilasilan  sorunlar  kontaminasyon,
degredasyon ve PZR inhibitorleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sorunlar
genelde analizlerden sonu¢ alinamamasina ve dikkat edilmezse yanlis sonug
alinmasina neden olmaktadir. Bunun i¢in laboratuar kosullarinin ve calisan
uzmanin bilgi ve tecriibesinin yeterli olmas1 gerekmektedir.

1. Kontaminasyon

Kontaminasyon sadece aDNA c¢alismalarinda degil, modern DNA
caligmalarinda da sorun olmaktadir. aDNA c¢alismalarinda kullanilan
ornekler ¢cok eski oldugundan hem DNA degredasyona ugradigi icin hem de
orneklerde ki DNA miktar1 ¢ok az oldugu i¢in ¢alismalar sirasinda modern
DNA’dan kontamine olma olasilig1 oldukga yiiksektir (Yang ve Watt, 2005).

Kontaminasyon direk temas ya da dolayli yoldan gerceklesebilir.
Kontaminasyonun analizi etkilemesi i¢in ayni tiire ait DNA’larin kontamine
olmasi1 gerekir. Farkli tiirlere ait canlilarin DNA’lar1 birbirini kontamine
etmezler. Bunun nedeni PZR asamasinda DNA {izerinde insana 0zgii gen
bolgelerinin kullanilmasidir. Insan kalintilar1 ile yapilan galigmalarda ortaya
¢ikabilecek kontaminasyonlar gene insan kaynaklidir. Bu kontaminasyonlar
genellikle sahada caligan kazi ekibi, incelemeyi yapan antropologlar veya
DNA analizinin yapildigi laboratuvardan kaynakli olabilir. Bu durumda
antik DNA c¢aligmalarindaki kontaminasyon kaynaklarmi ii¢ kisimda
inceleyebiliriz.

1.1. Kaz islemleri sirasinda olusan kontaminasyon

Kaziy1 yapan ekip veya arkeologlar tarafindan kazi sirasinda el ile temastan
dolay1 kontaminasyon olabilir. Bunun i¢in aDNA calisilacagi biliniyorsa
mutlaka eldiven, maske ve bone kullanilmalidir. Kazidan ¢ikarilan
iskeletlere ait alinan Ornekler ayri ayri paketlenmelidir. Paketleme iglemi
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yapilirken kuru ve temiz paket kagitlart ile yapilmali nem olusmamasi igin
ornekler kagit ambalajlarda saklanmalidir. Antik DNA c¢alsmalarinin
yapilacaginin 6nceden biliniyor olmasi kazi islemleri sirasinda 6nemlidir,
clinkii olusabilecek kontaminasyon riskini en aza indirgemek igin
caligmalarin en bagindan 6nlem alinmasi gereklidir.

1.2. Antropolojik Incelemeler sirasinda olusan kontaminasyon

Antik DNA c¢aligmas1 antropologlar tarafindan biliniyor ise ve kazidan
c¢ikarilan 6rnekler tizerinde antropolojik caligmalar yapilacak ise bu asamada
kontaminasyon riskini diisiinerek aDNA c¢aligmalarina oncelik vermek
gerekir. Ciinkii iskelet ve antropolog arasinda el ile ¢ok fazla temas olacagi
icin kontaminasyon olusabilir ve yapilmasi gereken islemlerde mutlaka
eldiven ve maske kullanilmalidir. Laboratuvara getirilmeden once yapilacak
olan morfolojik incelemeler icin kemikler fir¢a ile temizlenebilir, ancak
kesinlikle yikama yapilmamalidir.

1.3. Laboratuvar ortami kaynakh kontaminasyon

Sadece aDNA c¢alismalar1 degil, laboratuvarda yapilacak biitiin ¢alismalarda
kontaminasyon riski vardir ve 6zellikle laboratuvar asamasinda ¢ok dikkat
edilmelidir. Laboratuvarin yapisi, ¢alisma kosullar1 ve personelin dikkati
kontaminasyon riskinin derecesini belirler. Oncelikle laboratuvar rutin
olarak baska analizlere bakiyorsa, kemik orneklerinin calisilacagi ortamin
ayri tutulmasi gerekmektedir. Analizin her asamasi i¢in birbirinden farkli ve
temiz ortamlar saglanmali ayrica steril malzeme kullanilmasina 6zen
gosterilmelidir. Orneklerin birbirini kontamine etmemesi icin her bir
ornekten sonra ¢alisma ortaminin ve kullanilan ekipmanin temizlenip steril
edilmesi gerekir. Laboratuvar personelinin her asamada Onliik, eldiven,
maske ve bone kullanmasi ayrica eldivenlerin sik sik degistirilmesi gerekir.
Kullanilacak malzeme, ekipman, kimyasallar ve soliisyonlarin kontamine
olmamasma ve siirekli steril edilmelerine 6zen goOsterilmelidir. Kemik
orneklerinin temizligi ve calisma sirasinda olan tozlar kontaminasyona
neden olacagi i¢in DNA analizleri yapilan alanlarda kemik orneklerinin
fiziksel temizligi yapilmamalidir. Laboratuvar personelinin ve kaziy1 yapan
ekibin DNA’larinin da alinmasi, kontaminasyonun belirlenmesi ve bunun
hangi asamada olustugunun bulunmasinda kolaylik saglayacaktir.
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2. Degredasyon

Antik DNA c¢alismalarinda DNA’da ¢evresel faktorlerin olusturdugu DNA
hasar1 (degredasyon) ve buna bagli olarak uzun yillar boyu meydana gelen
DNA miktarmin azalmasi karsilagilan 6nemli bir sorundur. Orneklerin
karsilagtig1 ¢evresel olumsuzluklarin siddetine ve siiresine gére DNA hasari
cogalabilir ve analizlerde sonug alinacak kalitede DNA elde edilemeyebilir.
DNA’nin hasar gérmesine neden olan sebepler;

Is1

DNA'nin korunmasindaki en énemli faktorlerden biri sicakliktir (Daskalaki,
2004). Diisiik sicaklikta kimyasal reaksiyonlar ve mikrobiyal faaliyetler
yavaslar  Yapilan arastirmalarda distik 1sida  kemik  apatitinin
¢coziiniirliigiiniin azaldigr gortilmiistiir (Nielsen-Marsh ve Hedges, 2008).
Serin ve soguk iklimlerde yapilan kazilardan g¢ikarilan kemik 6rneklerinden
elde edilen aDNA ornekleri sicak iklimlerde bulunan kemik 6rneklerinden
elde edilen aDNA o6rneklerine gore daha iyi sonuglar vermektedir
(Bollongino vd., 2008). Orneklerin kazidan c¢ikarildiktan sonra sicakligi
diisiik ortamlarda muhafaza edilmesi DNA’nin korunmasini saglamaktadir
(Hardy vd, 1995). Dis ornekleri kemiklere gore daha sert ve korunakli
yapilar1 nedeniyle yiiksek sicakliklara dayaniklidir ve 1s1 farkindan kolay
etkilenmezler.

Nem

Antik DNA c¢alismalarinda sorun olusturan DNA degradasyonu icin temel
problemlerden biri nemdir. Su, DNA’daki hidrolitik ve oksidatif hasarlarin
olusmasina neden olur. Ayrica &zelliklede kemigin su altinda yikanmasi
antik DNA calismalar1 i¢in kesinlikle yapilmamasi gereken bir islemdir,
clinkii siingerimsi doku gibi gozenekli yapilarda olusacak nem
mikroorganizmalarin liremesine ortam saglayacak bu da kontaminasyona ve
DNA hasarina neden olacaktir (Daskalaki, 2004; Yang ve Watt, 2005;
Bolongino, 2008; Kirsanow ve Burger, 2012).

Toprak ve pH

Antik DNA c¢alismalarinda kullanilan Ornekler, yapilan arkeolojik ve
antropolojik kazilardan ¢ikarildigi igin iskeletler gogunlukla toprak ile temas
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halindedir. Toprak yapisi yani alkali veya asidik olmasi ile 6lgiilen pH degeri
DNA’nin korunmasi agisindan dnemlidir. Topragin asidik olmas1 DNA’ya
zarar verirken, hafif alkali ortamlar DNA’nin korunmasi agisindan uygun
olmaktadir. Dis ve kemigin yapisinda bulunan hidroksiapatit asidik
coziiclilerde ¢oziindiigii icin topragin asidik olmasi yapilacak olan aDNA
caligmalarini olumsuz etkilemektedir (Burger, 1999).

Mikroorganizmalar

Uygun sicaklik, nem ve pH ortamlarinda mikroorganizmalarin ¢ogalmasi
hizlanacak ve kemik dokusuna daha fazla zarar verecektir. Diisiik sicakliklar
ve nemli olmayan kuru ortamlar mikroorganizmalarin faaliyetlerini
yavaglattig1 icin kazidan ¢ikarilan 6rneklerin diisiik sicaklik ve serin ortamda
muhafaza edilmesi gerekir.

Fiziksel hasarlar

DNA analizi icin kemikler morfolojik olarak incelenmelidir ve iyi korunmus
kortikal ~ kemikler seg¢ilmelidir.  Lezyonlu kemikler olusabilecek
kontaminasyon riskinden dolay1 tercih edilmemelidir. Ayrica gozle
goriilebilen c¢atlak ve kiritk olan kemikler secilmemelidir (Resim 1).
Topraktan gelebilecek mikroorganizmalar bu ¢atlaklardan kemigin korunakl
i¢ katmanlarina ulasarak degredasyona ve kontaminasyona neden olabilir.
Buna gore Morfolojik olarak iyi durumda olmayan veya patolojik bulgular
olan kemikler DNA analizi icin secilmemelidir.

Resim 1. Laboratuarimizda incelenen hasarli kemiklerden tizerinde gatlaklar bulunan femur
ile pargalanmis tibia drnekleri
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3. PZR inhibitorleri

Ortamda bulunan kimyasallarin yeterince uzaklastirilamamasi1 PZR’1 inhibe
eder. Bunun icin drneklerin DNA izolasyonundan 6nce iyi temizlenmesi
gerekir. Kemikte yogun olarak bulunan basta kalsiyum iyonlariin
dekalsifikasyonla uzaklastirilmasi énemlidir. DNA izolasyonunu yénteminin
iyi secilerek ve dikkatli uygulanarak DNA safliginin saglanmasi gerekirse
kolon piirifikasyonu ile safligin artirilmasi segilebilir.

Antik DNA Cahsmasinda Laboratuvarda Uygulanan Protokoller

Kazilardan ¢ikarilan iskelet kalintilar1 laboratuara getirildigi zaman sirasiyla
uygulanmas1 gereken bazi basamaklar vardir. Oncelikle kemiklerin dis
ylizeylerinin temizlenmesi, kesit alinarak o6giitiiliip toz haline getirilmesi
gerekir.

Fiziksel Temizlik

Laboratuvara getirilen kemik Orneklerinin Oncelikle dis yiizeyinin
temizlenmesi gereklidir. Kemigin dis yiizeyine yapismis bulunan toprak ve
diger partikiillerin iyice temizlenmesi gerekir. Bu asamada kesinlikle yikama
yapilmamasi gerekir. Clinkii su kemik dokusuna hidrolitik zarar verebilecegi
gibi DNA’nin bozunmasina neden olacaktir. Bu temizlik asamasinda
olusacak tozlar ortamda kontaminasyon riskini artiracagi i¢in bu asama
laboratuar diginda ya da 6zel bir odada yapilmalidir.

Kimyasal Temizlik

Ornekler tizerindeki topraklar ve yabanci partikiiller uzaklastirildiktan sonra
kontaminasyon etkilerinden armdirmak i¢in kimyasal temizlik asamasina
gegilir (Resim 2). Bu asamada kemik yiizeyinde bulunan kontaminantlarin
uzaklastirilmasi i¢in ¢esitli dezenfektanlar (Sodyum dodesil siilfat, sodyum
hipoklorit) kullanilabilir. Kullanilacak olan kimyasal madde sulandirilarak
kemik veya disin dig yiizeyi firca yardimiyla temizlenir. Kontaminasyon
riskinin bu agamada da olugsmamasi i¢in kullanilacak malzemeler her bir
ornekte ayr1 ayr1 hazirlanarak kullanilmalidir. Orneklerin kimyasal temizligi
bittikten sonra ultroviyole 15181 altinda kisa siireli sterilize edilebilir.
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Resim 2. Laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda kemik 6rneklerinin temizlenmesi

Kesit alinmasi ve Pulverizasyon

Temizlik asamasi biten 6rneklerin DNA izolasyonunun yapilabilmesi igin
toz haline getirilmesi (pulverizasyon) gerekir (Resim 3). Bunun igin kemik
orneginden kesitler alinmasi gerekir. El frezesesi yardimiyla kemik
ylizeyinden i¢ kisima dogru kazilarak toz kemik elde edilebilir. Bu durumda
olusacak 1sinin DNA’ya zarar vermesi s6z konusudur ve riskli bir yontemdir.
Demir testeresi ile alinan kesitlerin porselen havanda ezilerek toz haline
getirilmesi DNA’ya zarar vermeden uygulanacak bir yontemdir. Bunun igin
gelistirilmis otomatik havan sistemleri de mevcuttur. Kemik orneklerinin
biitiinliigiiniin bozulmamas1 gereken durumlarda el frezesi yardimiyla kemigi
bolmeden alinacak kesitler kullanilabilir.

Resim 3. Laboratuarimizda yapilan ¢aligmalardan kemik 6rneklerinden kesit alinmasi ve
pulverizasyon islemi

Antik DNA c¢alismasinda materyal olarak dis kullanilacak ise, daha
sonra ki yapilacak olan antropolojik c¢aligmalar da g6z Oniinde
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bulundurularak disin tamamini toz haline getirmemek gerekir. Diste pulpaya
dogrudan ulagmak uygun bir yontemdir ve bunun igin farkli yontemler
kullanilabilir. Dis ortadan ikiye parcalanabilir, ancak disin ortadan
parcalanmasi morfolojik olarak dise zarar verecegi icin bu ydntem tavsiye
edilmemektedir. Disin morfolojisine zarar vermeden uygulanacak kanal veya
ters kanal yontemi ile pulpa elde edilebilir (Cobby, 2002; Dogan Alakog,
2007).

Dekalsifikasyon

Kemik ve diste kalsiyum iyonlariin birikmesi ile olusan hidroksiapatit tuzu
kemik ve digin en 6nemli inorganik kismini olusturmaktadir. Kemik ve diste
bulunan DNA’nin varligi kollajen proteinin korunmasi ile dogru orantili,
hidroksiapatit kristalin birikmesi ile ters orantihdir (Ozcan, 2010). Toz
haline getirilen kemik ve dis orneklerindeki birikmis olan yogun kalsiyum
iyonu DNA elde etmeyi zorlastiracak ve pcr inhibitorii olarak etki edecektir.
Bunun igin kalsiyumun uzaklastirilmasi gereklidir. Bu asamada kalsiyumu
uzaklagtirmak i¢in selatlayici olarak EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit)
kullanilmaktadir. EDTA kalsiyum iyonlarim1 tutar ve DNA’nin ortaya
¢ikmasina yardimci olur (Loreilla vd., 2007). Dekalsifikasyonun uzatilmasi
aDNA c¢aligmalarinda bazen DNA kaybina yol agmaktadir 6zellikle antik
kemik érneklerinde buna dikkat etmek gerekir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in laboratuarda ayr1 bir oda ayrilmalidir, saglanabiliyorsa
steril oda olmas1 daha uygun olacaktir. Kullanilacak olan malzemelerin tek
kullanimlik ve steril olmasi1 gerekir. Rutin olarak bagska DNA o6rneklerinin
calisildigi bir laboratuar ise kontaminasyon riskine karst kullanilan
¢oOzeltilerin ayri olarak hazirlanmasi gerekir. Dekalsifikasyonu tamamlanan
orneklere ¢esitli DNA izolasyon yontemleri uygulanabilir. Fenol kloroform
izolasyon yontemi, silika metodu kullanilarak yapilan izolasyon yontemi
(Hagelberg ve Clegg, 1991; Hdss ve Paédbo, 1993) ve ticari kit’ler ile yapilan
izolasyon yontemleri genel olarak kullanilan metodlardir. Antik DNA
caligmalarinda saf ve kaliteli DNA’ya ulasmak modern DNA’ya gore daha
zordur ¢iinkii aDNA genelde az miktarda bulunur ve kismen ya da tamamen
degrade olmus durumdadir. Bunun igin ayni Ornekten farkli DNA
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izolasyonlar1 yapilarak karsilagtirma yapilabilir. Kullanilan ydntemlere
cesitli manipiilasyonlar yapilarak yeterli miktar ve kalitede DNA elde
edilebilir.

DNA’nin Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Elde edilen DNA’min safligimi ve Kkalitesini belirlemek igin genelde
spektrofotometre kullanilmaktadir. Bunun i¢in Absorbans degeri (A) (260
/280) ve A(260 /230) degerlerine bakilarak 6l¢iim yapilmaktadir. Burada 260
nm nikleik asitlerin, 280 nm proteinlerin ve 230 nm fenolin maximum
absorbans degerini 6lgmektedir. Yapilacak dlgiime gore DNA izolasyonunun
basaris1 ve DNA miktarmin saflig1 ve kalitesi belirlenir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR yontemi ile ¢cok az miktardaki DNA 0Orneklerinden bile milyarlarca
kopya c¢ikartilarak sonu¢ almabilme imkani vardir. Bu avantaj
kontaminasyona dikkat edilmezse dezavantaja doniisebilir ¢linkii az
miktardaki aDNA iyi durumdaki modern DNA ile kontamine oldugunda
rekabet sansi olmaz (Yang ve Watt, 2005).

Antik DNA analizlerinde genelde degredasyon oldugu igin tim
genomun veya profilin sonu¢ vermesi beklenmez. En uygun sartlarda bile
aDNA 6rneklerinde 200bg’den daha uzun gen bdlgelerinden sonug alinmasi
zordur (Burger vd., 1999). Antik DNA calismalarinda genelde cinsiyet
belirlemede kullanilan 106- 112 bg’lik amelogenin bdlgesi gibi kisa bolgeler
analiz edilir. Mitokondriyal DNA daha kii¢iik bir genoma sahip olmasi,
yapisal avantaji ve hiicrede binlerce kopyasmin olmasi nedeniyle aDNA
caligmalarinda sonu¢ alma oram ¢ekirdek DNA’sina gore c¢ok daha
yuksektir. DNA miktarinin ¢ok az olmasi nedeniyle PZR'daki dongii sayisini
arttrmak iyi sonuglar almmasini saglar. DNA  Orneklerinde PZR
inhibitorlerinin bulunma riski yiiksektir. Ornege bulasan kimyasallarin
miktarinin fazla olmasi veya iyi temizlenememeleri, dekalsifikasyonun
yeterli olmamasi gibi durumlarda risk fazladir. DNA izolasyonundan sonra
uygulanacak kolon piirifikasyonu yontemi ile kismen uzaklagtirilsa da
uygulanan her ek islemin DNA miktar kaybina neden olabilecegi de
unutulmamalidir. PZR ¢alismalarinda pozitif ve negatif kontrol drneklerinin
kullanilmasi sonuglarin degerlendirilmesi a¢isindan 6nemlidir.
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Elektroforez

PZR urdnleri elektroforez yontemi ile goriintiilenerek degerlendirilir. Agar
jel elektroforezi ucuz bir yontem olsa da hassasiyetinin diisilk olmasi
nedeniyle zayif DNA Orneklerinde sonuglarin goriintiillenmesinde yeterli
olmayabilir. Kapiller kolonlu otomatik genetik analiz cihazlarinda
hassasiyetlerinin yiiksek olmasi ve kontaminasyon riskinin daha az olmasi
nedeniyle daha verimli sonuglar alinmaktadir (Resim 4).

TR

Resim 4. Laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalarda elde edile aDNA’nin, cinsiyet belirleyen
amelogenin bolgesinin kapiller kolonlu genetik analiz cihazindaki goriintiisii

Elektroforez sonrasinda sonuglar degerlendirilirken kontaminasyon
kaynakli pozitifligin goézden kacirilarak yanlis degerlendirilmesi, zayif
sonuclarin iyi degerlendirilememesi gibi riskler gz ardi edilmemelidir.

Sonug

Tarih boyunca bircok medeniyete ve kavime evsahipligi yapmis olan ve go¢
yollar1 {izerinde Onemli bir koprii olan Anadolu’da bulunan zengin
antropolojik buluntularin molekiiler agidan degerlendirilmesinin énemi gin
gectikge artmaktadir. Molekiiler caligmalarin masrafli olmasi bir dezavantaj
olmakla birlikte tecriibesiz ve yetersiz laboratuvarlarda yapilan ¢aligmalar
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onemli veri kayiplarina neden olmaktadir. Olusturulacak tecriibeli ve yeterli
yapiya sahip molekiiller antropoloji laboratuvarlarinda  6rneklerin
incelenmesi ve elde edilen verilerin bilgi aginda paylasilmasinin 6nemi
biiyiiktiir. Ulkemizde bu alana daha fazla maddi kaynak ayrilmasma ve
molekiiler antropoloji alaninda yetisecek molekiiler biyologlara ihtiyac
vardir. Arkeolog ve antropologlarin DNA ¢alismalar1 konusunda daha fazla
bilgilendirilmeleri ~ Orneklerin ~ laboratuvara  daha  hasarsiz  ve
kontaminasyonsuz ulagmasi agisindan 6nemlidir.

Sonu¢ olarak, aDNA’daki miktarin azligi, kontaminasyon ve
degredasyon nedeniyle aDNA c¢alismalar1 olduk¢a zahmetli ve dikkatli
uygulanan analiz siirecini kapsamaktadir. Yapilacak kii¢iik hatalar bile
sonuglart olumsuz etkileyecegi icin her asamada oldukca tedbirli ¢aligmak
gereklidir. Mumkunse her 6rnekten farkli izolasyonlar ve PZR'ler deneyerek
sonuglar teyit edilmelidir. Antropoloji alaninda yapilan ¢aligmalara genetik
yaklagimla yani molekiiler diizeyde bakilip degerlendirildiginde kazilardan
elde edilen en ufak kalintidan bile ¢ok ayrintili bilgi elde edilebilir. Boylece
fen bilimlerinin verileriyle, arkeolojik kazilardan ¢ikarilan bireylerden
antropologlar tarafindan yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgilerin
birlestirilmesiyle bir¢ok soru isaretini cevaplamak miimkiin olacaktir.
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