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1. GIRIS VE AMAC

Kemik, dig gibi sert yapiya sahip dokular yumusak dokulara gore daha dayaniklidir.
Onlarca hatta binlerce yil sonra dahi kemik ve dis kalintilarina rastlamak miimkiindiir.
Yapilan bircok arkeolojik kazida insan ve hayvan iskeletleri elde edilmektedir. Bunlar
tizerinde yapilan incelemeler, gegmiste yasayan canlilarin anatomik, biyolojik antropoloji
ve genetik yapilari hakkinda bilgi edinilmesini saglamaktadir. Diinyada kalintilar tizerinde
genetik incelemeler 1980°1i yillarin ortalarinda baslamistir (Gaensslen 1993; Hoss 1995;
Rogan 1994; Poinar 1994; Higuchi ve ark. 1984; Paabo 1985; Hagelberg 1994).

Molekiiler arkeolojinin gelismesiyle Antik DNA ¢aligmalar1 ¢cok 6nemli bir konuma
ulagsmistir. Fosiller iizerine yapilan ilk ¢aligmalarda mumyalar ve hayvan derilerinden elde
edilen DNA’dan kiigiik dizinlerin c¢ogaltilmas:i igin bakteriyel klonlama yontemi
kullanilmis ve bu teknigin reaksiyon kinetiklerinin yetersiz oldugu ortaya c¢ikmistir
(Higuchi ve ark. 1984; Padbo 1985; Pddbo 1989). PCR’mn (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
kesfi ise tek bir DNA molekiiliiniin bile gogaltilmasina olanak tanimis ve antik DNA
caligmalarinin ¢esitlenmesini saglamistir (Pdabo 1989; Pddbo ve Wilson 1988; Thomas ve
ark. 1989). Antik DNA iizerine gergeklestirilen biiylik captaki bir dizi ¢alisma, evrim
stireci ve sekli hakkinda bilgi edinmek, paleoekolojik degisiklikleri saptamak, populasyon
genetigi ve evrim modellerinin olusturulmasinda kullanilan yaygin varsayimlari test etmek
icin giivenilir bir yol saglamistir. Bunun yami sira, niikleik asitlerin postmortem

dayaniksizlig1 antik DNA arastirmalarinin dogasi geregi metodolojik problemlerin merkezi

N [E. D [E N otmustur (Willerslev 2005). (iS00 0l i e e sl
[ IV izl ve etkin bir sekilde DNA hasarlart tamir edilmesine karsin inaktif (616) hiicrelerde

parcalareldeeimekymumkingolabiliekiedis (Piibo 1989; Handt 1994; Hoss ve ark.

1996). Gelistirilen molekiiler arkeolojik teknikler, zamanla adli bilimler alaninda da
kullanilmaya baglanmigtir. Gerek fethi kabir sonrasi gerekse yumusak dokulardan DNA
elde edilemeyen durumlarda kimlik tayini, babalik veya annelik belirlemek amaciyla
kullan1lmaktadir.

Tiirkiye’de adli bilimler alaninda insan kalintilarindan kimlik tespiti yapmak {izere
2000’1i yillarin basinda ¢alismalar baglamistir (Altungul 2001; Altungul ve Iscan 2003;
Altuncul ve ark. 2003; Iscan ve ark. 2007). Adli amaglarla rutin olarak en yaygm


NEDEN KEMıK


kullanilan DNA-sistemi somatik STR’lerdir. Ancak ileri derecede bozulmus Orneklerde
klasik STR multipleksleri ile yapilan PCR analizlerinde genetik bilgi ya kisitli olarak elde
edilmekte ya da hig elde edilememektedir (Mulero ve ark. 2008). Bu sorunu ¢6zmek iizere
cesitli stratejiler gelistirilmektedir. Bunlar, STR’lere gore daha diisiik ayrim giiciine sahip
tek baz polimorfizmi (SNP) veya mitokondriyal dizin analizleri ve mevcut klasik STR
lokuslarinda kullanilan primerlerin yeniden tasarlanarak daha kiiciik boyutlarda PCR
tirtinleri elde edilen kitlerin tiretilmesi seklindedir (Butler 2005; Mulero ve ark. 2008).

Bu arastirmada da insan kalintilarindan elde edilen orneklerde ¢oklu STR Kitleri
kullanilmistir. Ornekler yaklasik 3000 yillik (M.O. 7-9, Demir ¢ag1) arkeolojik insan
kalintilarindan olusmaktadir. S6z konusu kemik oOrnekleri kontaminasyon, DNA’nin
kalitesi ve PCR inhibitor igerigi agisindan karsilastirildiginda her hangi bir adli 6rnekten
calisilmas1 daha zor bir materyaldir. Calismanin amaci bu orneklerle AmpFISTR®
Identifiler®, AmpFISTR® MiniFiler™, AmpFISTR® SGM® Plus kitleri ve mini STR’leri
iceren Hexaplex ESS ve AmpFISTR® NGM™ SElect Kkitlerini galisarak, sonuglar
karsilastirmak ve en uygun olanini belirlemektir. Dolayisiyla yapilan bu ¢alisma, en zorlu
adli olgularda dahi yeterli genetik bilgiyi saglayacak yontemin belirlenmesi agisindan
olduk¢a 6nemlidir. Ayrica ¢alismadan elde edilen veriler molekiiler arkeoloji ¢alismalarina

da katki saglamaktadir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusunun Yapisi

Organizmaya sekil veren ve destek gorevi goren kemik doku, hiicreler, ara madde

(matriks) ve kollajen liflerlerden olusmustur. Kefikiafaliiaddesikalsiyuikarbohatyel

vilcuttakijenjserfidokuolmasmnsaglamisti. Kemigin destek dokusu olma disinda viicudun

bas ve gogiis bolgesindeki organlari korumak, kan hiicrelerinin yapildigi kemik iligini
icermek ve metabolik Onemi olan kalsiyumu depolamak gibi Onemli gorevleri
bulunmaktadir (Ac¢ikalin 2006).

Kemik dokusu gelisimi, embriyonik mezensim hiicrelerinden  gelisen
olgunlagsmamis kemik hiicreleri olan osteoblastlarin, metabolik aktivitesinin azalmasi ve
kire¢clenmesinin baslamasiyla osteositlere doniis siirecini izler. Osteoblast yapisindaki
hiicrede organeller oldukg¢a aktif ve cekirdek Okromatik yapidadir. Osteositlerde ise
organeller azalmis, ¢ekirdek heterokromatik yapidadir. Osteositlerden g¢ikan sitoplazmik
ince uzantilar, kanalikiil denen yapilardan gecerek diger osteosit hiicrelerle baglant1 kurar

(Kog 2013) (Sekil 1).

Gk Nk EHiko KRR TONRIISHFHakaaii < utlu ve Odabas1 2004).

ilerdogrurorantilivoldugubildirilmistie (Gotherstrom ve ark. 2002, Sambrook ve Russel,
2001).
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Sekill. Kemigin yapisi
(http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio210/chap06/lecturel.html)

2.2. Kemik Dokusunun Simiflandirilmasi

Kemik doku primer ve sekonder kemik doku olarak iki gruba ayrilmaktadir. Primer
kemik doku, olgunlasmamis kemik dokudur ve intra uterin hayatta sekillenir. Sekonder
kemik doku ise olgunlasmis kemik dokusudur. Kemik dokusu sert (kompakt) ve
stingerimsi (spongiydz) kemik olmak iizere iki farkli sekilde bulunur (Tiitiincii 2013).

Insan viicudunda sekillerine gore kemik tipleri sdyledir:

e Uzun kemikler; uzun kemiklerin gévdesine diafiz, u¢ kisimlarina epifiz, epifiz ve
diafiz arasindaki bolgeye metafiz denir (Sekil 2). Metafiz, kemik metabolizmasinin yogun
oldugu kisimdir. Bu bdlge kemigin uzunlamasina biiylimesini saglar. Uyluk kemigi
(Femur), bacak kemigi (Tibia), kol kemigi (humerus) uzun kemiklerdir.

¢ Kisa kemikler; kiip seklindedirler. El ve ayak bilegi kemikleri kisa kemiklere
ornektir. Kisa kemikler igerisinde ‘sesamoid kemik’ olarak adlandirilan 6zel bir kemik tipi
de yer almaktadir. Sekli susam tohumuna benzedigi i¢in bu adi almistir. Sesamoidler
tendonun igerisine yerlesmis sekildedir. Farkli bireylerde degisik boyutta ve sayida yer alir.

Patella sesamoide 6rnektir (Marieb ve Hoehn 2007).


http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio210/chap06/lecture1.html

e Yass1 kemikler; ince ve yassi sekilde ve biraz kivrimlidir. Kaburgalar, kafatasi
kemikleri, kiirek kemikleri ve gogiis kemigi yass1 kemige ornektir.

e Diizensiz kemikler; daha komplike ve diger kemik tiplerinden farkli sekillere
sahiptir. Omur kemikleri ve kalca kemigi (legen kemigi) rnek verilebilir.

Kemik mikroskobik yapisina gore ise Sert Kemik (Kompakt) ve Siingerimsi

(Spongiyoz) kemik olarak iki sekilde incelenmektedir.

2.2.1. Sert Kemik Dokusu (Kompakt Kemik)

Tiim kemiklerin dis ylizeyi ve uzun kemiklerin govde kismi yani diyafizler sert
kemikten olusur. Homojen ve siki bir yapiya sahiptirler. Kompakt kemigin yapisal iinitesi
osteon veya harves sistemi olarak adlandirilmaktadir. Her osteon kemigin uzun eksenine
paralel olarak yerlesmis silindirik bir uzantidir (Sekil 1). Bir osteon kemik matriksine ait
oyuk kanallar toplulugudur. Merkezi kanallar (harves kanallari), osteonun ihtiyag duydugu
kan damarlar1 ve sinir iplikleri saglamak i¢in osteonun g¢ekirdegine dogru ilerler. Volkman
kanallar1 ise kemigin uzun eksenine dik agiyla uzanan ve periosteumun kan ve sinir temini
icin merkezi kanal ve ilik boslugu ile baglanti kurar. Osteositler, lamellerin arasindaki
lakiinler igerisine yerlesmistir. Kanalikiiller ise tiiy seklinde olup lakiinlerin birbiriyle veya
merkezi kanalla baglantisini saglamaktadir. Kanalikiil osteon igerisindeki osteositleri
birbirine baglar ve osteon boyunca bir osteositten digerine besin gegisine olanak saglar
(Sekil 1) (Marieb ve Hoehn 2007).

Sert kemik dokusu DNA’nin en iyi korundugu kemik kismi olarak bilinmekte ve
DNA’nin ¢ogu kompakt kemikteki osteositler igerisinde bulunmaktadir (Hochmeister ve

ark. 1991).

2.2.2. Siingerimsi Kemik Dokusu (Spongiyoz Kemik)

Stingerimsi kemik doku, birbiriyle birlesmis kemik lamelleri ve birbiriyle kesisen
kemik trabekiillerinden olusur. Siingerimsi kemigin diizensiz bosluklu ve gevsek dokulu
yapisindan dolay1 gbzenekli bir gorlinimii vardir. Bu bosluklarda kemik iligi
bulunmaktadir. Siingerimsi kemik osteon igermez. Besinler, trabekiiller etrafini saran
endosteumdaki kilcallardan kanalikiil boyunca difiizyonla slingerimsi kemige ulasir. Kisa
ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlar: ile yass: kemiklerin i¢ yiizlerinde
stingerimsi kemik dokusu bulunur (Sekil 2) (Marieb ve Hoehn 2007). Siingerimsi kemikten
sitki kemige oranla daha fazla DNA elde edildigi bildirilse de porlu yapist nedeniyle
kontaminasyona a¢ik oldugu diisiiniilmektedir (Lee ve ark, 1991).
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Sekil 2. Uzun kemigin yapis1
(http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio210/chap06/lecturel.html)

2.3.  Postmortem DNA’nin Bozunma Siireci

Post-mortem DNA degradasyonu, hiicreler tarafindan salinan endojen niikleazlar
veya mikroorganizmalar tarafindan salgilanan ekzojen niikleazlarin aktivitesi ile baslar.
Bunu izleyen oksidatif ve hidrolitik reaksiyonlarla gergeklesen degradasyon ise daha yavas
ve uzun siirede DNA yapisinda degisiklige neden olmaktadir (Smith ve ark. 2003).

Enzimatik degredasyon: Hiicre i¢i niikleazlari, post-mortem DNA’nin par¢alanma
slirecini baglatan ilk ajanlar olarak en 6nemli rolii oynamaktadir. Niikleozoma bagli histon
yapisi, bozunmadan kaldig: siirece kromatin yapi icerisinde DNA’nin katlanma sikligina
bagli olarak DNA birbini izleyen bir dizi par¢alanma agamasina maruz kalir. Lizozomal
proteazlar tarafindan kromatin proteinlerinin sindirilmesi, endoniikleazlar tarafindan
DNA’nin sindirilmesine olanak saglamaktadir. Niikleazlar DNA molekiiliiniin fosfodiester
baglarini sindirirler. Buna karsin fosfodiester baglari enzimatik olmayan reaksiyonlara
kars1 oldukga dayaniklidir (Sekil 3) (Alaeddini ve ark. 2010).

Hiicre dliimiinden sonra hiicre zarinin pargalanmasiyla salinan besince zengin igerik
mikroorganizmalarin gelismesini destekler ve makromolekiillerin degradasyonu artar.

Toprak mikroorganizmalarinin igerdigi niikleaz enzimleri, niikleik asitleri ve onlarin
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degradasyon firiinlerini sindirmektedir. Mikroorganizmalarin uygun ortam sartlarinda (sivi,
nemli) artan degradasyon siireci, hizli kuruma, diisik sicaklik veya yiiksek tuz
konsantrasyonu gibi ortam sartlarinin niikleazlar1 inaktif hale getirmesiyle yavaslar
(Alaeddini ve ark. 2010).

Enzimatik reaksiyonlar1 daha yavas ilerleyen enzimatik olmayan veya kendiliginden
gelisen reaksiyonlar izlemektedir. Bunlar; oksidatif reaksiyonlar, hidrolitik reaksiyonlar,
DNA ¢apraz baglanma bolgeleri ve radyasyondur (Alaeddini ve ark. 2010).

Oksidatif reaksiyonlar: Seker rezidiilerinin modifikasyonlarini, timin ve sitozinlerin
hidantoine doniisiimiinii ve baz kayiplarini igerir. Pirimidinler 6zellikle Timin piirinlere
gore oksidatif hasara daha hassastir. Yikim siirecinde oksidasyon ile timin ve sitozinin
hidantoinlere dontismesi PCR reaksiyonunu bloke edebilir (Teoule ve ark. 1978; Hoss ve
ark. 1996).

Hidrolitik degredasyon: Hidrolitik saldirilar, poliniikleotid zincirindeki glikozidik
(baz-seker) baglarin kirilmasiyla baz kayiplarina neden olmaktadir (Alaeddini ve ark.
2010). Normalde asit (pH<6) katalizli reaksiyonlarda pH’1n artmasiyla depurinasyon orani
azalir. pH 6’nin {izerinde ise reaksiyonun pH bagimliligi azalir ve depurinasyon pH’dan
bagimsiz bir reaksiyonla siirer. Hidrolitik reaksiyon hizi sicaklifa bagli olarakta
degismektedir. Teorik olarak 15 °C sicaklikta 800 b¢’lik DNA pargasinin tamamen degrade
olmasi 5000-10000 y1l siirmektedir. Fizyolojik tuz konsantrasyonu, nétral pH (7.2) ve 15
°C sicakligin bulundugu bir ortamda hidrolitik hasar nedeniyle DNA’nin tamaminin
bozunmasi yaklagik 100.000 yil siirmektedir (Pddabo ve Wilson 1991; Lindahl 1993; Geigl
2002).

Radyasyon: Radyasyon, oksidatif hasarlari, tek iplik veya cift iplik kiriklari, baz
modifikasyonlari, sekerlerin yikimi ve dimerlerin olusumunu igeren cesitli lezyonlarin
ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Alaeddini ve ark. 2010).

Oksidasyon ve arka plandaki radyasyonun hem dolayli hem de dogrudan etkileri
DNA’nin omurgasini olusturan seker-fosfat ve azot bazlarin1 degistirebilir. Bu siireci
deaminasyon, depurinasyon ve diger hidrolitik asamalar izler ve bu durum DNA
molekiiliinde kiriklar meydana gelmesine ve molekiiliin stabil olmamasina neden olur

(Hofreiter 2001).
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Sekil 3. Bozunma siirecinde DNA molekiiliindeki hidrolitik, oksidatif ve enzimatik
saldirilar (Alaeddini ve ark. 2010)
2.4. Antik DNA Calismalari

Paleontolojik ve arkeolojik kalintilar gibi post-mortem materyalden elde edilen Antik
DNA (aDNA), zamanda geri gitmeyi, nesli tikenmis organizmalart ve onlarin
giintimiizdeki akrabalar1 ile genetik iliskilerini incelemeye olanak saglamaktadir. aDNA
calismalarindaki gelismeler, organizmalar ve DNA dizilerinin evrimi iizerine yeni bir bakis
acist  saglamakta ve mikro evrim modellerinin daha gilivenilir bir sekilde
degerlendirilmesine imkan vermektedir. Bu c¢alismalarda birgok teknik giigliikler
bulunmakla  birlikte, 6zellikle insan kalintilariyla  ¢alisildiginda  sonuglarin
giivenilirliginden emin olmak igin kati kriterler gerekmektedir (Hofreiter 2001; Millar ve
ark. 2008).

Higuchi ve arkadaslari nesli tilkenmis bir at tiirii olan Equus quagga tizerinde
yaptiklar1 c¢aligmada mitokondrial klonlama yontemiyle filogenetik aga¢ olusturarak
zebralarla olan akrabaligini belirlemislerdir. Bu yapilmis ilk aDNA ¢alismasidir (Higuchi
ve ark. 1984).

Ardindan, Pdidbo 1985 yilinda (Pdabo 1985), Misir mumyalarinin derisinden elde
ettigi DNA ile ¢ekirdek DNA tekrar bolgelerini klonlamistir. Fakat elde edilen DNA’nin
sadece ¢ok kiiciik bir kismimin orijinal oldugu, biiyiik bir kismmin ise mikrobiyal
kontaminasyon kokenli oldugu ortaya ¢ikmistir (Hagelberg ve ark. 1991).



Eski ve minerallesmis Orneklerin dogas1 geregi sahip olduklar1 diisiik miktardaki
DNA molekiilii aDNA c¢alismalarinin temel sorunlarindandir. PCR  teknolojisinin
gelismesiyle bu sorun kismende olsa ¢oziime ulagsmistir. DNA’nin degredasyonundan
kaynakli bu sorun antik DNA c¢alismalarin1 PCR’1 kullanarak, yiizlerce hatta binlerce
kopya sayisina sahip mitokondriyal veya plastid DNA’larindan bilgi elde etmeye
yonlendirmistir. Hedef bir DNA dizisinin tek bir kopyasinin, antik DNA c¢aligmalari
acisindan ve yeterince DNA igermeyen adli 6rnekler agisindan da oldukga faydali oldugu
bildirilmistir (Hagelberg ve ark. 1991; Padbo ve ark. 2004).

Bir tiir in vitro klonlama yontemi olan PCR ile kii¢iik DNA parcalarindan ¢ok sayida
kopya elde edilebilmesi, o donem bazi aDNA ¢aligsmalarindan elde edilen abartili sonuglar
bugiin kontaminasyon kaynakli olarak degerlendirilmektedir. (Sidow ve ark. 1991; Desalle
ve ark. 1992; Cano ve ark. 1993; Woodward ve ark. 1994)

2000’1i yillarin basinda nesli tilkenmis bizon ve ayilarda popiilasyon calismalari,
nesli tiikenmis Yeni Zelanda Moa’larinda tiim mitokondriyal genomun dizinlemesi ve tek
kopya cekirdek DNA’smin c¢ogaltilmasina olanak veren molekiiler cinsiyet belirlenme
yontemleri gibi basarili ¢aligmalar yapilmistir (Leonard ve ark. 2000; Haddrath ve Baker
2001; Cooper ve ark. 2001; Shapiro ve ark. 2004; Noonan ve ark. 2005).

Neandertal kalintilarindan ve Mamut tiiylinden elde edilen ¢ekirdek DNA’sindaki
milyonlarca bazin dizinlenmesi genis kapsamli dizinleme ve dizin hizalama ¢alismalarina
zemin hazirlamigtir (Green ve ark. 2006; Poinar ve ark. 2006).

Yeni DNA dizinleme teknolojileri (next generation sequencing-ileri nesil dizinleme),
tek yiiriitmede 1gb’mn iizerinde dizin iiretim kapasitesine sahiptir. Bu teknolojiler, en ¢ok
bozunmus, antik genomlarda beklenen, yaklasik 250 b¢’ne kadar olan DNA pargalarini
dizinlenmesinde kullanilmaktadir. Daha sonra bu pargalar biyoinformatik araglarla
birlestirilmektedir (Lambert ve Millar 2006)

aDNA c¢alismalarindaki bu gelismeler, bozunmus yapidaki biyolojik &rneklerden
ozellikle iskelet kalintilarindan elde edilen DNA’nin ve diger adli 6rneklerin analizinde yol
gosterici niteliktedir (Capelli ve ark. 2003; Ballantyne 2007; Fondevila ve ark. 2008).

Adli Bilimler alaninda; ¢ok eski kemik ornekleri iizerinde genellikle mitokondriyal
DNA analizleri yapilmasinin yani sira genomik DNA analizleri de uygulanmustir.
Mogolistandaki Egyin Gol nekropoliinden elde edilen yaklasik 2000 yillik insan kalintilar
tizerinde yapilan STR analizi sonucunda 6rneklerin bir kisminda basarili bir sekilde profil

elde edilmistir (Keyser-Tracqui ve ark. 2003)
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2001 yilinda Bosna Hersek ve Hirvatistan’daki bazi toplu mezarlardan elde edilen 8-
50 yillik iskelet kalintilarinda STR tiplendirme g¢alismalart yapilmistir (Alonso ve ark.
2001). Lee ve arkadaslari, Kore savasi (1950-1953) magdurlarinin akrabasi oldugu
distiniilen kisilerden alinan Orneklerle savastan kalan insan kalintilar1 iizerinde
mitokondriyal ve STR analizleri yaparak kisileri karsilagtirmiglardir (Lee ve ark. 2010).

2012 yilinda yapilan bir ¢alisma da ise Berlin (Almanya) havaalan1 ingaat1 sirasinda
cikarilan ve 12-13. yiizyillara ait iskelet kalintilar1 ve Eldena (Almanya) bolgesindeki
kazidan almmis 12-15. yiizyillara ait iskeletlerde ticari STR Kkitlerinin performansi

degerlendirilmistir (Harder ve ark. 2012).

2.5. AdIli Bilimlerde STR’lerin (Short Tandem Repeats) Kullanim

DNA parmak izi veya simdilerde daha ¢ok DNA tiplendirme olarak bilinen
kavramlar ilk olarak 1985 yilinda Ingiliz genetik¢i Alec Jeffreys tarafindan tanimlanmistir.
Alec Jeffreys, art arda tekrar eden DNA dizinlerini i¢eren belli DNA bélgelerini bulmus ve
bu tekrar bolgelerinin sayisinin kisiden kisiye farklilik gosterdigini kesfetmistir. Insan
genomunun yaklasik %3’lnii kaplayan bu ardisik tekrar dizileri, tekrar iinitelerinin
sayisina ve tekrar dizisinin tiim boyutuna gore iki grupta siniflandirilmistir. Bu iki grup,
lokusa gore 6 ile 100 bg¢ arasinda degisen boyutlara sahip tekrar bdlgeleri olan
minisatellitler (VNTR-Variable Number Tandem Repeat) ve 1-5 bg tekrar {initesi igeren
daha ¢ok STR (Short Tandem Repeat) veya SSR (Simple Sequence Repeat) olarak bilinen
mikrosatellitlerdir (Hagelberg ve ark. 1991; Tamaki 2005; Butler 2005).

VNTR genetik isaretliyicileri, farkli uzunlukta tekrar dizilerini igeren mikrosatellit ve
minisatellit genetik isaretleyicileri kapsamaktadir. RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) olarak adlandirilan teknik, VNTR ler etrafindaki DNA bolgelerini kesmek
i¢in bir kesim enziminin kullanimi prensibine dayanmaktaydi. Gelistirilen RFLP teknigiyle
bu uzun DNA dizi varyasyonlart analiz edilerek insan kimliklendirmesinde
uygulanabilirligi ortaya konulmustur (Jeffreys 1985; Butler 2001).

VNTR lokuslarindaki polimorfizm, bireyler arasinda belli bir baz diziliminin art arda
tekrarlanma sayilarindaki varyasyonlardan kaynaklandig: icin farkli VNTR lokuslarinda,
tekrarlanan baz diziliminin uzunlugunun degismesinden kaynaklanmaktadir. Bu lokuslarda
tekrarlanan bolgeleri 2-30 veya daha fazla sayida baz ¢ifti igermektedir. Bu lokuslar, ¢ok
sayida farkli uzunlukta alele sahip olduklarindan bireyleri ayrim giicleri yliksektir (Jeffreys
1985; Brinkmann 1992; Robertson 1990). VNTR lokuslar1 bireyler arasinda oldukca

yiikksek polimorfizm gostermesine ragmen DNA profili elde etmek i¢in ¢ok fazla emek,
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zaman, uzmanlik ve fazla miktarda DNA gerektirmekteydi. Cok lokuslu VNTR problarinin
analizinde otomasyon sorunlar1 ve ozellikle karisim Orneklerinin desifresindeki zorluklar
gibi kisitlayict nedenler, adli genetik ¢alismalarini, DNA teknolojisinin de hizli bir sekilde
gelisimiyle glinlimiizde kisa ardisik dizilerin (STR) ¢ogaltilmasina kadar getirmistir (Butler
2005).

Mikrosatellitler, minisatellitlere oranla daha diisiik polimorfizm gdstermesine
ragmen, adli bilimler agisindan yeterli ayrim giiciine sahip olan sistemlerdir. Ozellikle
degrade DNA ve yeterince DNA elde edilemeyen o6rneklerin ¢alisilmasinda 6énemli bir yer
tutmaktadir. Mikrosatellitlerle ¢alisilan ilk adli olguda, bir cinayet magdurunun iskelet
kalintilar1 ile genetik tiplendirme yapilmistir (Hagelberg ve ark. 1991; Tamaki 2005).

STR lokuslarinin yeni kullanilmaya baslandigi yillarda her lokus tek tek
calisilmaktaydi, bu yontem analiz maliyetini artirdig1 ve uzun zaman aldig1 i¢in birden
fazla lokusun ayni anda analizini saglayacak kitler olusturulmaya baslandi. Coklu STR’ler,
yiiksek ayrim giicii saglamasi, karisim analizlerindeki ve bozulmus DNA igeren biyolojik
materyallerdeki basarisi nedeniyle adli molekiiler genetik calismalarinda ¢ok 6nemli bir
yer edinmeye bagladi. Ayrica otomasyona uygunlugu, DNA O6rnek sayisinin artmasi
durumunda faydalanilan bir 6zelliktir (Butler 2005).

[lk ticari STR kit 1994 yilinda Promega tarafindan gelistirildi. Kit; CSF1PO, TPOX
ve THOI Ilokuslarin1 icermekteydi. CTT tripleks olarak adlandirilan bu bolgelerin
aralarinda akrabalik iliskisi olmayan iki bireyde ayni genotipe rastlama olasilig1 1/500 idi.
Daha sonra gelistirilen ve dort lokusa (THO1, FES/FPS, vWA ve FI13Al) sahip ilk nesil
multipleksler (Quadruplex) yaklasik 10 binde 1 karsilasma olasiligina sahip iken, 6
polimorfik lokusu (THO1, vWA, FGA, D8S1179, D18S51, D21S11) igeren ikinci nesil
multipleksler yaklasik 50 milyonda 1 karsilagma olasiligina sahipti (Butler 2005).

1990 yilinda Amerika Birlesik Devletler’inde yapilan kongrede alinan kararla, FBI
(Federal Bureau of Investigation), ulusal DNA veri bankas1 kurulmasina onciiliik etmis ve
boylece CODIS (Combined DNA Index System) sistemi pilot uygulama olarak baslamistir.
Bu sistem olay yerinden alinan 6rneklerden elde edilen DNA profilinin sistemde kayith
profiller ile karsilagtirilarak siipheliye ulagsmaya yardimci olmaktadir (McEwen 1995;
1994).

13-14 Kasim 1997°de FBI tarafindan diizenlenen STR projesi kapsaminda, 17 aday
STR lokusundan 13’# secilmis ve boylelikle DNA veri bankasindaki 13 CODIS lokusu
(CSF1PO, FGA, THO01, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317,
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D16S539, D18S51, D21S11) belirlenmistir (Sekil 4). Bu lokuslardan FGA, D18S51 ve
D21S11en fazla polimorfizme sahip lokuslar olmasina karsin TPOX en diisiik varyasyona
sahiptir. Ayrica bu 13 lokusun akraba olmayan ve rastgele secilmis bireylerde aym
genotipi verme olasilig: trilyonda 1 den bile daha azdir (Butler 2005).

13 CODIS Core STR Loci

= Wwith Chromosomal Positions
TPOX (Kromozomal pozisyonlariyla 13 CODIS STR Lokusu)
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Sekil 4. 13 CODIS STR lokusu (http.//www.cstl.n|st.qov/strbase/fb|core.htm).

2.5.1. STR Lokus ve Alellerin Adlandirilmasi

STR lokuslarmin isimlendirilmesi agik ve anlagilir olmalidir. Eger lokus bir gen
pargasiysa veya gen igerisinde yer almaktaysa o genin ismi lokusu belirlemektedir.
Ornegin, THO1 lokusunda, TH ifadesi 11. kromozomda yerlesmis olan insan tirozin
hiroksilaz enzimini, 01 ise tirozin hidroksilaz geninin 1. intron boélgesini ifade etmektedir.
Bazen 6n ek olarak ‘HUM’ eki insani ifade etmek i¢in lokusun basinda kullanilmaktadir.
Bu durumda lokus HUMTHO1 olarak adlandirilir.

STR lokuslart gen bolgelerinin disinda yer aliyor ise isimlendirme su sekilde yapilir:
Ornegin D16S539 lokusunda; D harfi DNA,16 rakami hangi kromozomda yer aldigini, S
harfi lokusun tek kopya dizisine sahip oldugu (single), 539 ise lokusun kromozom tizerinde
yerlestigi yeri gostermektedir.

Tamamlanmamis tekrar iinitelerinin (mikrovaryantlar) isimlendirilmesinde ise,
tamamlanmis tekrar sayisi tam say1, tamamlanmamis tekrarlardaki baz ¢iftlerinin sayis1 ise

ondalik say1 olarak yazilarak alel isimlendirilmelidir. Ornegin; FGA lokusundaki 22,2 aleli
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22 tetraniikleotid tekrar {initesi ve 2 bazlik tamamlanmamis tekrar bolgesini igermektedir

(Bér ve ark. 1997).

2.6. Degrade DNA Cahismalarinda Karsilasilan Sorunlar ve Yaklasimlar

Biiylik oranda hasar géormiis DNA kullanilarak, ticari STR multipleksleri ile yapilan
PCR analizleri sonucunda genetik bilgi ya kismen elde edilir ya da hi¢ elde edilemez.
Birgok laboratuar bu kisitli 6rneklerde daha ileri analizlere gitmeyi tercih etmezken
bazilar1 ise biraz daha bilgi elde edebilmek i¢in SNP analizleri ve mitokondriyal DNA
dizinleme analizlerine yonelmektedirler (Bender 2000; Just ve ark. 2004; Dixon ve ark.
2006). Bu yaklagimlar bu tiir sorunlu orneklerde faydali olmaktadir fakat STR
multiplekslerinden daha diisiik ayrim giiciine sahip olduklar1 gibi zaman ve maliyeti de
artirmaktadirlar (Mulero ve ark. 2008).

Bir bagka yaklasim da, ticari STR multipleksleri i¢in 6nerilen PCR dongii sayisin
artirmaktir (Mulero ve ark. 2008; Kloosterman ve Kersbergen 2003; Whitaker 2000). Bu
amagla kullanilan ‘LCN’ (Low Copy Number-Diisiik kopya sayisi) veya ‘LT-DNA’ (Low
Template DNA- diisiik miktar kalip DNA) olarak adlandirilan analiz teknikleri, 100
pg’dan daha az miktarda DNA igeren 6rneklerin analizi i¢in kullanilmaktadir (Gill ve ark.
2000). LCN DNA profilleme, sadece birkag¢ hiicreyi analiz edebilecek kadar hassas bir
tekniktir. PCR dongii sayisini artirmak genelde adli 6rneklerde 6zellikle kemikten elde
edilen antik DNA ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Gill ve arkadaslar1 (Gill 2001; Gill ve
ark. 1994) Romanov ailesine ait 70 yillik kemiklerde STR tiplendirme yaparken PCR
analizlerinde 38-43 dongii kullanmiglardir.

Ancak diisiik miktardaki DNA ile yapilan bu analizler, alel kaybi, alel eklenmesi,
lokus kaybi, heterozigot pik dengesizligi, ‘stutter’ diriinlerinin olusumu ve ‘stutter’ pik
yiiksekliklerindeki tutarsizlik gibi stokastik etkilere olduk¢a duyarli olmakla birlikte
laboratuvar kaynakli kontaminasyon gibi riskleri de tasimaktadir (Gill ve ark.2000) (Sekil
5).

Heterozigot bir lokustaki alelerden birinin yok olmasi alel kaybi (diismesi) olarak
tanimlanmaktadir. Alel kaybi, heterozigot pik dengesizliginin gozlendigi en u¢ noktadir.
Heterozigot pik dengesizligi ise, heterozigot bir lokusun iki alelinin yiiksekliklerinin
birbirlerine gore oranlarinin bozulmasi olarak ifade edilir (Sekil 6). Her iki alelin ayn
yiikseklikte olmasi milkemmel denge olarak kabul edilmektedir. (Buckleton 2009). Ancak

bu her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu amagla, kullanilan ticari kitler i¢in yapilan
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validasyon g¢aligsmalariyla her bir lokus i¢in minimum ve maksimum pik yiikseklik oranlari

belirlenmistir.

Lokus kaybi, bir lokusta hig¢ alel goriilmemesi olarak tanimlanirken, alel eklenmesi,
Ornege ait olmayan bir alelin profilde gézlenmesidir (Buckleton 2009). ‘Stutter’ {irtinleri,
PCR artefakti olarak da nitelendirilen, tekrar tinitesi ana alelden bir veya iki tekrar tinitesi
daha az olan ve ana alelin hemen oncesinde olusan piklerdir. Tiirk¢e karsiligi ‘kekemelik’
olarak bilinmesine ragmen yaygin kullanimi ‘stutter’dir. PCR reaksiyonunun uzama
asamasinda DNA polimeraz enzimi, bir tekrar {initesini atladiktan sonra DNA ipligine
baglanir ve o bdlgeyi ¢ogaltir, bu durum DNA iplik kaymasi olarak nitelendirilmektedir
(Sekil 7). Stutterlara, ayni lokusta yer alan uzun DNA dizileri igeren alellerde, daha kisa
alellere oranla daha fazla raslanmaktadir. Ayrica kisa tekrar iinitelerine sahip lokuslarda ise
daha fazla tekrar tinitesi i¢eren lokuslara gore daha fazla goriilmektedir. PCR reaktiflerinde
MgCl, miktarinin gerekenden daha fazla olmasi durumunda da ‘stutter’ goézlenmektedir

(Sailus ve ark. 2012, Applied Biosystems; Walsh ve ark. 1996).

Heterozygote Allelic Higher Stutier  Allelic Drop-in
(ST — . 7
Peak Imbalance  Drop-out
—_— [ | s
’ - . stutter
% allele N ' |
/ drop-out l ,
{ )1 )Li i
Rl A a3
’ [13]
Heteroz.igt.)t p1k Allel diismesi Daha yiiksek Allel eklenmesi
dengesizligi stutter

Sekil 5. Diisiik miktardaki DNA analizlerinde gozlenen stokastik etkiler (Butler ve Hill
2010)
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a
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Bdlgesi) REGIOMN

(b) (NNormalde heterozigot alellerle

gozlenenden daha kiiciik pik
alani)

Smaller peak area than normaliy
Higher than typical o5 seen with heterozygote partmner
stutter prodwct (>~ 15%5) alleles (<7026}

(Tipik stutter ifiriiniunden B T

daha yiiksek)

(Tipik bir Stutter olmak icin™ Wrong sidle of alfele to be
alelin yanls tarafinda) typical stutter product

Sekil 6. Heterozigot pik oranlari (Gill 1997)

1. Asama: Mavi kutularla giisterilen 4 tekrar bilgesi DINA polimeraz tarafindan
nzamalctadir.

Shtege 1. Esxclerissioe

- —

Template Sbmand

2. Asama: Enzim kalip ipligin 1.-1;, coglatilan ipligin ayvnlmasim saslar.

Stew 2 Firands denature semeporariy

3. Asama: Kahp zincir bir tekrar iinitesi atlayvarak tekrar vapisir ve uzamava devam
eder.

=Shep 2. Exferndeng Stand meanneals one repeat wns oul of regisier

I & I 1 I

4. Asama: Sonuc olarak, kahp iplikten bir tekrar iinitesi daha lkasa PCR iiriinii olan
stutter olusur.

Sbep 4. Final PCR product is omee repeat wand shosier theemn e bermpdabe stramed

=i TR = L PSP PR PSRN R Y S ER TR BES) TR Sy PR R TR PRl B ETE E BN TR R EYE SRR | B b [ L
CERE R AR RS PEESE R SO LRt EERE L R P S TERE -, A, e B L B R B EEES - By PEELT [T ) EIER C R o LIPS LR S s L B
TR TS Bl 15 2] E3may -1

Sekil 7: Sematik olarak Stutter olusumu (Walsh ve ark. 1996)
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Diisiik DNA miktari ile yapilan PCR analizlerinde gbzlenen bu tiir stokastik etkilere
karst PCR parametrelerinde uygulanan degisikliklerin yani sira alelerin  amplikon
boyutlarini kisaltma yoluna da gidilmistir.

Geleneksel STR Kkitleri genelde aymi lokuslari icermekte, fakat bunlar primer
pozisyonlariin yeniden diizenlenmesi ile farkli amplikon boyutlarina sahip olmaktadir
(Hill ve ark. 2011). Ozellikle bozulmus DNA’lar1 tiplendirmek icin, STR tekrar bélgelerine
oldukga yakin yeni primerler tasarlanmistir. (Sekil 8). Kii¢iik PCR f{irtinleri elde edilen bu
primer degisiklikleri PCR i¢in uygun kalip molekiil (DNA) potansiyelini artirmaktadir.
Ormnegin, AmpFISTR® MiniFiler™ kiti bu sekilde gelistirilmistir (Mulero ve ark. 2008).

miniSTR primers miniSTR primerleri

4Ly 4bg
deleticn delesyvon
—fE
1 L}

2TE repeat o —
region
STR tekrar bolgesi

commercizal kit primers
Ticari Kit Primerleri

Sekil 8. Mini STR ve geleneksel ticari kitlerin primer konumlari.
(http://www.cstl.nist.gov/strbase/miniSTR.htm)

Yeniden tasarlanan tekrar bolgelerinin yani sira, bozulmus veya diisiik miktarda
DNA igeren oOrnekleri tiplendirebilmek igin, NIST (National Institute of Standards and
Technology) tarafindan boyutlar1 50-150 bg¢ arasinda degisen 26 yeni CODIS dis1 mini
STR lokusu gelistirilmistir, kiigiik amplikon boyutlari ve kromozom iizerindeki
yerlesimleri esas alinarak belirlenmistir. Bu lokuslar; ya 13 CODIS lokusunun bulundugu
kromozomlarin disindaki kromozomlarda veya CODIS lokuslari ile ayn1 kromozomda ise
o0 lokuslarin en az 50 bp uzaginda yer almaktadilar (Hill ve ark. 2008).

Coble ve arkadaslari, boyutlar1 125 b¢’den daha kisa PCR iirlinleri veren 26 yeni
CODIS dist mini STR’dan 6 tanesini (D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248,
D14S1434, D22S1045) kullanarak 3’er lokuslu 2 minipleks olusturmustur (Coble ve Butler
2005). Boylece, en son tanimlanan Mini STR’lerle birlikte yeni multipleksler olusturma
stratejileri gelistirilmeye baslanmistir. Bunlardan biri; ayrim giicii diger mini STR’lere
gore daha yiiksek 3 yeni Mini STR (70-125 bg) lokusunu (D10S1248, D22S1045, D2S441)


http://www.cstl.nist.gov/strbase/miniSTR.htm
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mevcut STR Kkitlerine ilave etmek, digeri ise; yeniden tasarlanarak amplikon boyutlari
kisaltilmig miiltiplekslere, midi STR’ler olarak tanimlanan boyutlart 120-180 bg arasinda
olan 3 lokusu (TPOX, D12S391, DIS16565) ilave etmektir. Bdylelikle, amplikon
boyutlarinin azaltilmast ve daha fazla lokus belirlenmesinin saglanmasiyla yeni
gelistirilecek miiltipleksler sayesinde olduk¢a bozulmus 6rneklerde dahi basari sansinin

artacag diisiiniilmektedir (Gill ve ark. 2006).

2.7. Adli Bilimlerde STR Tiplendirme i¢in Kullamlan Ticari Kitler
2.7.1. AmpFISTR® ldentifiler® PCR Amplifikasyon Kiti

AmpFISTR® Identifiler®@ PCR Aplifikasyon kiti, 15 adet tetraniikleotid (4 bazli
tekrar tnitesi) tekrar bolgesi ve cinsiyet belirleyici lokus olan Amelogenin lokusu ile
toplam 16 STR bolgesini tek PCR’da ¢ogaltabilen DNA profilleme sistemi olarak Applied
Biosystems (ABI) tarafindan firetilmistir. Kit, CODIS’te yer alan 13 STR lokusunu
(TPOX, D3S1358, D5S818, FGA, CSF1P0O, D8S1179, D7S820, THO1, VWA, D13S317,
D16S539, D18S51, D21S11) icermektedir (AMpFISTR® Identifiler® Amplification PCR
Kit User’s Manual) (Tablo 1).

Kitte yer alan primerler, 5 farkli floresan boya kullanilarak gelistirilmistir. Bu
boyalarin her biri (PET, LIZ, 6-FAM, VIC, NED) 660 nm’ye kadar farkli dalga boylarinda
floresan 1s1ma yaymaktadir (Sekil 9).

CSF1PO, D2S1338, D13S317, D16S539 ve TPOX lokuslarinin primer sentezinde,
primer ile floresan boyalar arasinda niikleotidsiz baglayicilar yerlestirilmistir. Bu
niikleotidsiz baglayicilar alellerin yeniden {iretilebilirligine olanak tanir ve multipleksteki
lokuslar arasinda yeterli boslugu saglayarak lokuslarin iist iiste gelmesini dnler (Grossman
ve ark. 1994; Baron 1996).

AmpFISTR® Identifiler™ kit kilavuzunda, PCR reaksiyonunda optimum sonug elde
etmek i¢in 0.5-1.25 ng/ul araliginda DNA miktar ile analize gidilmesi Onerilmektedir.
AmpFISTR® Identifiler™ kit igerisinde yer alan alelik ladder, her lokus i¢in en yaygin

alelleri igermektedir.



Tablo 1. AmpFISTR® Identifiler® PCR Amplifikasyon kiti lokus bilgileri
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Kromozom . Floresan | Alel boyut
Lokus Adi ] Tekrar Uniteleri
Pozisyonu Boya arahg (bg)
D8S1179 8 (TCTR)nc 123-170
(TCTA)N(TCTG)n[(TCTA)
D21S11 21911.2-qg21 | 3TA(TCTA)3TCA(TCTA)2 184-239
TCCA TA] (TCTA)n
6-FAM
D75820 7q11.21-22 (GATA)N 255-291
CSF1PO 5033.3-34 (AGAT)n 304-342
D3S1358 3p TCTA (TCTG)1-3 (TCTA)n 111-140
THO1 11p15.5 (AATG)n 163-202
D13S317 13¢22-31 (GATA)N VIC 216-244
D16S539 16q24-gter (AGAT)n 252-292
D251338 2035-37.1 (TGCC)n(TTCC)n 307-359
AAGG)(AAAG)(AAGG)(T
D195433 19912-13.1 ( . X X 101-135
AGG)(AAGG)n
VWA 12p12-pter | TCTA(TCTG)3-4(TCTA)n | NED 154-206
TPOX 2p23-2per (AATG)n 222-250
D18S51 18021.3 (AGAA)N 262-345
X: p22.1-22.3 107
AMEL -
Y:pll.2 112
D5S818 5G21-31 (AGAT)n PET | 1344172
TTTC)3TTTT TTCT
FGA 4028 ( ) 214-355
(CTTT)n CTCC (TTCC)2
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6-FAM VIC NED PET LIZ
| 1 | | |

—
L]
(]

on
o O

(Normalize emisyon)
n
o O

Mormalized Emission

500 550 600 650 700
Wavelength (nm) (Dalga boyu)

Sekil 9. AmpFISTR® Identifiler® PCR Amplifikasyon kitinde kullanilan floresan boyalara
ait 1s1ma spektrumu. (AmpFISTR® Identifiler® Amplification Kit User’s manual).
2.7.2. AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplifikasyon Kiti

AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplifikasyon Kiti, bozulmus veya inhibe olmus
DNA oOrneklerini genotiplemek i¢in Applied Biosystems (ABI) tarafindan gelistirilmistir.
Kit 8 otozomal STR lokusu (D13S317, D7S820, D2S1338, D21S11, D16S539, D18S51,
CSF1PO ve FGA) ve cinsiyet belirleyici Amelogenin lokusunu tek PCR’da
cogaltabilmektedir (Tablo 2). Kitte kullanilan STR primerleri tekrar dizinine daha yakin
oldugu i¢in, elde edilen amplikon boyutlar1 Identifiler ve SGM Plus kitlerinden elde edilen
amplikon boyutlarindan daha kisadir.

AmpFISTR® MiniFiler™ kit kilavuzunda PCR reaksiyonu i¢in en uygun DNA
miktar1 0.5-0.75 ng/ul olarak bildirilmistir. Ayrica, hematin (80 uM) ve humik asit
(30ng/ul) ile yapilan inhibasyon ¢alismasinda, AmpFISTR® Identifiler® ve AmpFISTR®
SGM Plus® Kitlerinde profil elde edilememesine karsin AmpFISTR® MiniFiler™ Kkiti ile
tam profil elde edilmistir.

Kit tretiminde 5 farkli floresan boya (PET, LIZ, 6-FAM, VIC, NED) kullanilmistir
(AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplification Kit User Guide).
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Tablo 2. AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplifikasyon Kiti lokus bilgileri

Lokus Kromozom . Alel boyut | Floresan
) Tekrar Uniteleri
Adi Pozisyonu arahg (bg) Boya
D13S317 | 13g22-31 (GATA)N 103-132 6-FAM
D16S539 | 16q24-qter (AGAT)n 74-116 NED
D2S1338 | 2935-37.1 (TGCC)N(TTCC)n 120-172 VIC
X: p22.1- 102
Amelogen 293 - VIC
n 107
Y:pll.2
D7S820 7q11.21-22 (GATA)Nn 149-185 6-FAM
CSF1PO 5033.3-34 (AGAT)n 86-123 PET
(TCTA)N(TCTG)n[(TCTA)3
D21S11 21911.2—q21 | TA(TCTA)3TCA(TCTA)2T 187-243 VIC
CCATA] (TCTA)Nn
D18S51 18qg21.3 (AGAA)N 124-204 NED
(TTTC)STTTTTTCT
FGA 4928 150-283 PET
(CTTT)n CTCC (TTCC)2

2.7.3. AMpFISTR® SGM Plus® PCR Amplifikasyon Kiti

AmpFISTR® SGM Plus® PCR Amplifikasyon Kiti, 10 adet tetraniikleotid lokusunu
ve cinsiyet belirleyicisi olan Amelogenin lokusunu tek bir PCR reaksiyonunda
cogaltabilmektedir. Kitte, 6 adet ikinci nesil multipleks (AmpFISTR® SGMT™) lokusuna
(THO1, VWA, FGA, D8S1179, D18S51, D21S11) ilave olarak 4 yeni lokus (D16S539,
D3S1358, D2S1338, D7S820) daha eklenerek kitin ayrim giicii yaklasik olarak 1/50
milyondan 1/33 trilyona ¢ikarilmistir (Sparkes 1996, 1996a; AmpFISTR® SGM Plus®
Amplification Kit User’s Manual) (Tablo 3).

Kitin igerdigi D3S1358 ve D19S433 lokuslarmin diisiik boyutlara (100-150 bg) sahip
olmasi, adli Orneklerde oOzellikle bozulmus oOrneklerde kullanigsli olmasini saglamistir

(Cotton ve ark. 2000).



Tablo 3. AmpFISTR® SGM Plus® PCR Amplifikasyon Kiti Lokus Bilgileri
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Kromozom . Alel boyut | Floresan
Lokus Adi ) Tekrar Uniteleri
Pozisyonu arahg (bg) Boya
D3S1358 3p TCTA (TCTG)1-3 (TCTA)n | 114-142
VWA 12pl12-pter | TCTA(TCTG)3-4(TCTA)n 157-209
5-FAM
D16S539 16924-qgter | (AGAT)n 234-274
D2S1338 2035-37.1 | (TGCC)n(TTCC)n 289-341
X: p22.1-
107
Amelogenin | 22.3 —
113
Y: pll.2
D8S1179b 8 (TCTR)nc 128-172
JOE
J1a1l (TCTAN(TCTG)n[(TCTA)3
D21S11 2? ' TA(TCTA)3TCA(TCTA)2T | 187-243
q CCATA] (TCTA)n
D18S51 18g21.3 (AGAA)N 262345
(AAGG)(AAAG)(AAGG)(T
D19S433 19g12-13.1 106-140
AGG)(AAGG)n
THO1 11p15.5 (AATG)N 165-204 NED
(TTTC)STTTT TTCT
FGA 4028 215-353
(CTTT)n CTCC (TTCC)2

Kitte kullanilan primerler 3 adet (5-FAM, JOE, NED) floresan boya ile isaretlenmis
olup dordiincii boya olan ROX ise size standart olarak isaretlenmistir (AmpFISTR® SGM
Plus® Amplification Kit User’s Manual).

AmpFISTR® SGM Plus® kit kilavuzunda PCR reaksiyonu igin gerekli DNA
miktari, 28 dongii i¢in 1ng/pl-2.5 ng/pl olarak bildirilmistir.
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2.7.4 AmpFISTR® NGM SElect™ PCR Amplifikasyon Kiti

AmpFISTR® NGM SElect™ kiti 16 adet STR lokusunu ve cinsiyet belirleyici
Amelogen lokusunu da igeren ileri nesil bir multiplekstir (NGM-Next Generation
Multiplex). Kit, AmpFISTR® SGM Plus® Kitinde yer alan biitiin lokuslar1 igermektedir.
Ayrica kitte, Avrupa Adli Bilimler Enstitiileri Ag1 (ENFSI) ve Avrupa DNA Profilleme
Grubu (EDNAP) tarafindan onerilen 5 adet mini STR lokusunun (D10S1248, D22S1045,
D2S441, D1S1656 ve D12S391) yani sira SE33 lokusu da yer almaktadir (Tablo 4). Kitin,
yeni kimyasal formiilasyonu ile inhibe 6rneklerdeki, diisiik molekiiler agirlikli bolgelerde
daha fazla lokus kullanilarak bozulmus Orneklerdeki performanst artirilmistir.
Elektroforezde daha temiz bir arka plan elde etmek igin primerler gelismis teknoloji ile
saflastirilip sentezlenmistir. (AmpFISTR® NGM SElect™ User Guide, Applied
Biosystems).

Ayrica AmpFISTR® NGM SElect™ kiti ile yapilan humik asit inhibasyon
calismasinda kit performansi degerlendirilmistir. Bu calismada; 50 ng/ul ve 100 ng/ul
konsantrasyonlarinda humik asit kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu sonuglari incelenmis
ve her iki konsantrasyonda da tam profil elde edilmistir (AmpFISTR® NGM ve NGM
SElect™ Amplification Kits, Product Bulletin, Applied Biosystems).

AmpFISTR® NGM SElect™ kit kilavuzunda PCR reaksiyonu i¢in, 1 ng/ul (29
dongii) ve 0.5 ng/pl (30 dongii) DNA miktar1 kullanilmasi 6nerilmektedir.

Kitte yer alan primerler 6-FAM™, VIC™, NED™ ve PET™ floresan boyalariyla,

size standart ise LIZ™ ile isaretlenmistir.



Tablo 4. AmpFISTR® NGM SElect™ Amplifikasyon kiti 1okus bilgileri
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Lokus Ad1 Kro.mozom Tekrar Uniteleri Floresan Alel P oyut
Pozisyonu Boya arahg (bg)
D8S1179 8024.13 (TCTR)nc 123-170
(TCTA)N(TCTG)n[(TC
TA)3TA(TCTA)3TCA 184-239
D21511 21q11.2-921 (TCTA)2TCCA TA]
(TCTA)n vIC
D18S51 18g21.3 (AGAA)N 262-345
Amelogenin ;(2 222.1— 107
' - 112
Y: pll.2
TCTA (TCTG)1-3
D3S1358 3p21.31 (TCTAN 111-140
D2S441 2p14 TCTA 78-110
(TAGA)N (TGA)o1
D1S1656 1g42.2 (TAGA)n (TAGG)o1 | PET 121-169
(TG)s
(AGAT)g.17 (AGAC)s. 209-253
D125391 12p13.2
P 10 (AGAT)o.
SE33 6014 (AAAG)N
D16S539 16q24.1 (AGAT)N 252-292
D251338 2035 (TGCC)n(TTCC)n 307-359
6-FAM
VWA 12p13.31 TCTA(TCTG)3- 154-206
ATCTA)n
D10S1248 10g26.3 (GGAA)n 79-123
D2251045 22q12.3 (ATT)n 82-115
THO1 11p15.5 (AATG)n 163-202
D19S433 19q12 (AAGG)(AAAG)(AA 101-135
GG)(TAGG)(AAGG)n | NED
FGA 4928 (TTTC)3TTTT TTCT
214-355

(CTTT)n CTCC
(TTCC)2
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2.7.5. Investigator™ Hexaplex ESS Kiti

Investigator™ Hexaplex ESS kiti Avrupa Adli Bilimler Ag1 (ENFSI) ve Avrupa
DNA Profilleme Grubu (EDNAP) tarafindan oOnerilen 5 yeni mini STR lokusunun
(D1S1656, D2S441, DI10S1248, D12S391,D22S1045) yant sira THO1 lokusu ve
Amelogenin cinsiyet lokusunu tek PCR reaksiyonunda ¢ogaltabilmektedir (Tablo 5). PCR
tirtin boyutu (amplikon) 213 bg ile siirlandirilmig olup Kitte yer alan bu diisiik molekiiler
agirh@a sahip genetik isaretleyiciler bozulmus 6rneklerin analizine olanak saglamaktadir.
Ozellikle degrade drnekler, leke ¢alismalar1 ve 6n tarama calismalari icin dnerilmektedir
(Investigator™ Hexaplex ESS Handbook).

Investigator™ Hexaplex ESS kit el kitabinda, PCR reaksiyonunda optimum sonug
elde etmek i¢in 0.2-0.5 ng/pl miktarda DNA kullanilmasi 6nerilmektedir.

Kitte kullanilan primerler 3 farkli floresan boya (6-FAM™, BTG, BTY) ile size
standart ise BTO floresan boyasi ile isaretlenmistir (Investigator™ Hexaplex ESS
Handbook). Kitte yer alan 5 mini STR, AmpFISTR® NGM SElect™ kitinde farkl

floresan boyalarla isaretlenmis olarak yer almaktadir.

Tablo 5. Investigator™ Hexaplex ESS kiti lokus bilgileri

Kromozom . Alel boyut | Floresan
Lokus Ad1 . Tekrar Uniteleri
Pozisyonu arahig (b¢) Boya
THO1 11p15.5 (AATG)n 165-204
[AGAT]5 GAT [AGAT]7 BTG
D12S391 12p13.2 209-253
[AGAC]6 AGAT
D2S441 2pl4 [TCTA]12 78-110
BTY
D10S1248 10926.3 [GGAA]13 79-123
X: p22.1-22.3 107
Amelogenin —
Y:pll.2 113
6- FAM
D22S1045 22012.3 [ATT]14 ACT [ATT]2 128-172
[TAGA]L6[TGA]
D1S1656 1g42 [TAGA][TAGG]1[TG]5 121-169
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2.8. Alelik Cetvel

Alelik ladder, DNA analizlerinde &zellikle elektroforetik ayrim yapan sistemlerde
DNA dizilerinin boyutlarina gore degisen hareket farkliliklarimi dogrulamak ve alel
isimlendirmek i¢in kullanilan bir referanstir. Genotipler, 6rneklerden elde edilen alel
boyutlari ile alelik ladderdaki alel boyutlari karsilagtirilarak degerlendirilir (Butler ve ark.
1998; Bir ve ark. 1997).

Polimorfizm, tekrar bolgelerindeki varyasyon olarak tanimlandigi icin alelik
ladderdaki tiim aleller bu prensip esas alinarak belirlenmeli ve en yaygin alelleri
icermelidir. Dizileri degiskenlik gosteren tekrar iinitelerine sahip bolgeler igin (VWA
lokusu) alel isimlendirmede, diziler farkli olsa da tiim tekrarlarin sayist yer almalidir. Bir
lokustaki alel, alelik ladderdaki hangi alel ile ayn1 boyutta (Size) ise o alelin numarasiyla
adlandirtlir. Ticari kitlere ait alelik ladderlar Sekil 10, 11, 12, 13 ve 14’te gosterilmektedir.
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Sekil 10. AmpFISTR® Identifiler™ PCR Amplifikasyon Kiti alelik cetvel (AmpFISTR®
Identifiler™ Amplification Kit User’s manual).
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Sekil 11. AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Ampliﬁkasyon kiti alelik cetvel (AmpFISTR®
MiniFiler” PCR Amplification Kit User Guide)
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Sekil 12. AmpFISTR® SGM Plus® PCR Amplifikasyon Kiti alelik cetvel (AmpFISTR®
SGM Plus® PCR Amplification Kit User Guide)
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Sekil 13. AmpFISTR® NGM SElect™ Amplifikasyon Kiti alelik cetvel (AmpFISTR®
NGM SElect™ Amplification Kit User Guide)
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Sekil 14. InvestlgatorTM Hexaplex ESS kltlne ait alellk cetvel (Investigator™ Hexaplex
ESS Handbook).
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2.9. DNA Miktar Tayin Yontemleri

DNA miktarmin belirlenmesi, DNA izolasyon isleminden sonra elde edilen izolatta
ne kadar DNA oldugunun bilinmesiyle, yapilacak olan analizler i¢in uygun DNA
konsantrasyonunun ayarlanmas1 igin gereklidir. Ornekteki DNA konsantrasyonunu
belirlemek ve PCR inhibisyonunu degerlendirmek PCR analizinden once gerekli bir
asamadir (Ricci ve ark. 2006).

DNA miktari, spektrofotometrik, florometrik yontemler ve kantitatif PCR (qPCR-
Gergek zamanli PCR- Real Time PCR) yontemleriyle belirlenebilir.

Spektrofotometrik Yontem

Spektrofotometre ile DNA miktari; seyreltilmis veya seyreltilmemis sivi sollisyonlar
(diisiik iyon konsantrasyonlu) igerisindeki DNA’nin Ultraviyole 151k altinda vermis oldugu
absorbans yogunlugu iizerinden o6lgiiliir. Spektrofotometrik dlgiimde, bir ¢ozelti icerisinde
bulunan ¢6ziinmiis madde konsantrasyonunu belirlemek igin 15181in ¢dzelti igerisinde
iletilme orani kullanilir. Cihaz, maddeden gegen belirli bir dalga boyundaki 1s1k hiizmesini
maddenin arkasindaki fotoselde dlcer. Bu 6l¢im Beer-Lambert kanuna gore calismaktadir
yani bir ¢Ozeltiden gecen 1s1tk miktar1, 15181n ¢dzelti icerisinde katettigi yol ve ¢ozelti

konsantrasyonu ile logaritmik olarak ters orantili, emilen 151k miktar1 ile dogru orantilidir.

Biitiin molekiiller 151k enerjisini belirli bir dalga boyunda emerler. Proteinler ve
niikleik asitler 15181 ultraviyole alanda 210 ila 300 nm arasinda emerler. DNA ve RNA’nin
maksimum emilimi 260 nm, proteinlerin ise 280 nm’de olmaktadir. Ancak DNA ve RNA
15181 kismen 280 nm’de proteinler ise 260 nm’de sogurdugundan 260 ve 280 nm arasindaki
Olglim orant (Azs0/Azg0) niikleik asitlerin saflik degerini verir. Bu oran DNA ve RNA i¢in
yaklagik olarak 1,8 ile 2,0 arasindadir. Bu oran daha az oldugunda proteinden kaynakl
kontaminasyon oldugu diisiiniiliir ancak RNA’dan kaynakli kontaminasyon kesin olarak
ayirt edilememektedir. Saf DNA oran1 1.8, saf RNA oran1 2.0 degerini vermelidir. 230 nm
ve altinda okunan Orneklerde karbonhidratlar, peptitler, aromatik bilesikler veya fenol
kontaminasyonu oldugu distiniiliir. Saf 6rneklerde Ago/Az30 orani 2,2 olmalidir (Somma
2006).

UV spektrofotometri ile DNA miktar tayini adli rnekler i¢in ¢ok da uygun degildir.
Ciinkii spektrofotometri ¢ok diisiik miktardaki DNA miktarini belirleyecek kadar hassas
degildir. Olay yerinden aliman Ornekler genelde degrade ve c¢ok diisiik miktarda DNA
icermektedir. UV  spektrofotometri ile giivenilir sonu¢ elde etmek i¢in DNA

konsantrasyonu en az 3 ng/ul olmalidir. Bununla birlikte, spektrofotometri farkl: tiirlere ait
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DNA ve RNA’y1 ayrramadigi icin Ornekteki insan DNA’sin1 ve insana ait olmayan
DNA’y1 ve RNA’y1 da dlgmektedir (Nielsen ve ark. 2008).

Florometrik Yontem

Bu yontemde molekiil tarafindan 1$181in absorbansina dayanan diger bir
spektrofotometrik tekniktir. Floresan boya DNA molekiiliiniin zincire baglandiginda
yayilan floresan i1sima florometre cihazi ile Olgililiir. DNA miktar1 ile floresan 1sima
siddetindeki artis dogru orantilidir.
(http://www.nfstc.org/pdi/Subject03/pdi_s03_m05_05.html

Kantitatif PCR (Quantitative PCR)

Gergek zamanli PCR (Real Time PCR) kullanilarak DNA miktari tayini ilk olarak

Higuchi ve arkadaslar1 tarafindan 1993’te tanimlanmistir ve ‘kinetik PCR’ olarak
adlandirilmigtir (Higuchi ve ark. 1993). Giiniimiizde ise bu yontem qPCR (quantitative
PCR) olarak bilinmektedir (Timken 2005). Gergek zamanli PCR, PCR fiirlinlinii goriiniir
hale getiren (monitorize edebilen) floresan isaretli problarin kullanimi ile her dongiide elde
edilen PCR f{iriiniin floresan 1s1mayla dogru orantili olarak artmasi prensibine dayanarak
gerceklesen, PCR iiriiniine (amplikon) gore degisen floresan 1simasi 6lgiimidiir (Timken

2005; Giinel 2007).

PCR reaksiyonu, bazen DNA izolasyonundan kaynakli PCR inhibitérleri, bozunmus
ya da yetersiz DNA miktar1 yiiziinden veya tim bu faktorlerin bir araya gelmesiyle
basarisiz olmaktadir. DNA Kkalitesini ve miktarini tayin eden bu test sayesinde hangi
yontemle analize devam edilecegine karar vermek zaman ve masraftan tasarruf etmeyi
saglamaktadir. Ayrica, bu teknikle sinirli miktarda DNA kullanarak DNA degradasyonu
hakkinda bilgi elde etmek ve PCR inhibitor varligini belirlemek de miimkiindiir (Butler
2005; Ricci ve ark. 2006).

Ricci ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, degrade olmamis 6rneklerde
(kan ve kemik iligi) spektrofotometrik yontemle gergeklestirilen DNA miktar tayin sonucu
ile real time PCR ile elde edilen sonuclar karsilastirildiginda uyumlu ve giivenilir sonuglar
elde edilmis. Ancak, kemik ve bozunmaya maruz birakilmis tiikiiriik, vajinal swap ve kan
lekesi gibi orneklerle yapilan ¢alismada, izolatlarin sulandirilmasmin giivenilir miktar
tayini i¢in gerekli oldugunu gostermislerdir. Bu 6rneklerde 1/10 sulandirilarak yapilan real
time sonucunda, direkt olarak kullanilan izolatlara oranla daha fazla miktar tayin edigmistir

(Ricci ve ark. 2006).


http://www.nfstc.org/pdi/Subject03/pdi_s03_m05_05.html
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2.10. Van Cografyasi

Van, Dogu Anadolu bolgesinin Yukart Murat-Van Boliimiinde, 43°-20° dogu
boylamlari, 38°-28° kuzey enlemleri arasinda yer almaktadir ve yiikseltisi yaklasik 2000
metredir. Ilde Tiirkiye’nin en biiyiik volkanik set gélii olan Van golii bulunmaktadir.
Bolgede karasal iklim hakimdir. Kiglar uzun ve karli gegmesine ragmen yazlar oldukga

sicaktir (http://www.mgm.qgov.tr/veridegerlendirme/il-ve-ilceler-istatistik.aspx?m=VAN).

2.11. Urartu Medeniyeti ve Van Ili Yoncatepe Nekropolii Kazisi

M.O. 13. yiizyilm ortalarnda Dogu Anadolu’da Hurri kokenli asiretler
yagsamaktaydi. Bu asiretlerde merkezi bir yonetim s6z konusu degildi ve halkin ¢ogunlugu
gdcebe, yar1 gdcebe yasam tarzini benimsemisti. Asur krali 1. Salmaneser (M.O. 1274-
1245) Asur belgelerinde bu daglik bolgeden ‘Uruatriu’ olarak séz etmektedir. Urartular
kendilerini ‘Biainili’ olarak adlandirirken, Asurlular onlara Urartu adin1 vermislerdir. M.O.
9. yiizyilda Hitit ve Asur Kralligi’nin artan baskilartyla bu agiretler bir araya gelerek Urartu
devletini kurmuslardir. Urartu devletinin bilinen ilk krali Aramu’dur. Urartu devletinin
idari merkez niteligindeki kalelerinden en gorkemlisi olan Van kalesi, baskentleri olan
Tuspa’dadir. Urartular M.O. 830-730 yillarinda en genis sinirlara ulamustir. Urartu
kralliginin hangi tarihe dek ayakta kaldig1 konusunda kesin bir bilgi bulunmamakla birlikte
M.O. 7. yiizyihn sonlarmna dogru tarih sahnesinden cekildiklerine dair bulgular elde
edilmistir (Sevin 2003; Ceylan ve ark. 2008).

Dogu Anadolu bélgesinde Demir ¢agini aydinlatmak {izere yapilan ilk arkeolojik
caligmalar 1879-1880 yillarinda British Museum’dan gelen bir bilim heyeti ile Van
bolgesinde baslamistir. Dogu Anadolu’da genis bir bolgeye yayilan Urartu medeniyeti ile
ilgili yapilan kazilardan ilki Erzincan Altintepe’de Tahsin Ozgiic tarafindan yiiriitiilmiistiir.
Daha sonra, Van ili Yoncatepe kazisi ise 1997 yilinda Oktay Belli baskanliginda
yuriitilmeye baglanmigtir (Ceylan ve ark. 2008). Yoncatepe kazisindan ¢ikartilan
buluntular onceleri erken demir ¢agi olarak tarihlendirilmistir (Sevin ve Kavakli 1996;
Sevin 1999; Belli ve Konyar 2003; Sevin 2004). Ancak daha sonra yapilan c¢aligmalar
durumun farkli oldugunu ortaya koymustur. Kéroglu ve Konyar, 2005 yilinda (Kéroglu ve
Konyar 2005) Yoncatepe kazisindan ¢ikarilan buluntular (kirmizi astarli ve yivli ¢anak
¢comlek, demir bilezik, yiiziik, igne ve hanger, bronz igne ve fibula) ile Van bolgesindeki
Dilkaya ve Karagilindiiz hoyiikleri ve mezarlik buluntularini karsilastirarak, kronolojinin
Urartulardan 6ncesi degil ancak Urartularla (M.O. 7-9) smirlandirilabilecegini ifade

etmislerdir.


http://www.mgm.gov.tr/veridegerlendirme/il-ve-ilceler-istatistik.aspx?m=VAN
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Yoncatepe mezarlarinin, ¢ok odalt mezar yapisinda oldugu ve bu mezar odalar ile
baglantili ikinci ve {iglincii gomii alanlarin bulundugu belirlenmistir. Erkek kadin ayrimi
yapilmadan mezar odalarina birden fazla gémii yapildigi incelemlerden anlasiimistir.
Ayrica bazi1 odalarda normal gdmiilerin yani sira kremasyon (yakilarak gdmiilme) gémiiler
de tespit edilmistir (Belli ve Konyar 2001). Yoncatepe nektopoliinde 6 adet oda mezar
(M1, M2, M3, M4, M5 ve M6) ortaya ¢ikartlmistir (Sekil 15). Cok odali bir mezar drnegi
olan M6’nin birinci boliimiinde; birgok kiiciikkbag ve biiyiikbas hayvan kemigi, kopek
kafataslar1 ve 4 adet insan kafatasi ile bunlara ait pargalanmis kemikler, ikinci boliimiinde;
5 adet kopek kafatasi ve bunlara ait kemikler, duvarlar1 kalkerli topraga agilmis olan
liciincii boliimde ise 1 adet insan kafatas1 ve 5 adet kdpek kafatas1 kemigi ¢ikarilmustir. Olii
hediyeleri olarak verilen esyalarin da ¢ikarildigi bu mezarlar, Urartularin 6lii gomme

geleneginde oOliilerin mezarlara, 6lii armaganlari, kurbanlar ve 0zel esyalariyla birlikte

gomiildiigiinii gostermektedir (Belli 2001; Sevin 2003).

Sekil 15. Van-Yoncatepe nekropolii M3 oda mezar1 (Konyar 2004)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deneyde Kullanilan Arac ve Geregler

Etiiv

Buzdolabi

Derin dondurucu

Santrifiij

Vortex

Rotator

Qubit Fluorometre (Invitrogen)

PCR Cihaz1 (Geneamp 9700, Applied Biosystems)
ABI 3130 Genetik Analizor (Kapiller Elektroforez)
Gergek Zamanli PCR Cihazi (7500 Real Time PCR, Applied Biosystems)
DNA izolasyon Kabini (Laminar flow)

Elektrikli Matkap

3.2. Deneyde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Sodyum Hipoklorid

Etanol (%96°11ik)

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA)

Hi-Di Formamid

Tris

Triton X-100 (%1)

Proteinaz K

Polimer (Pop-4, Performance Optimized Polymer)
TBE ¢ozeltisi (Tris-Borik asit-EDTA)

3.3. Deneyde Kullanilan Ticari Kitler
3.3.1. DNA izolasyon Asamasinda Kullanilan Ticari Kitler

QlAamp MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen)
Amicon ultra-4 30 kDa (Milipore)

3.3.2. DNA Miktar Tayininde Kullamlan Ticari Kitler

Quant-iT™ HS dsDNA HS Assay (Invitrogen)
Quantifiler® Human DNA Quantification Kit (Applied Biosystems)

3.3.3. PCR Asamasinda Kullamilan Ticari Kitler

AmpFLSTR® Identifiler® PCR Amplification Kit (Applied Biosystems)



33

e AmpF{STR® MiniFiler™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems)

e AmpF{STR® SGM Plus® PCR Amplification Kit (Applied Biosystems)

e Investigator™ Hexaplex ESS Kit (Qiagen)

e AmpF{STR® NGM SElect™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems)

3.4. Deneyde Kullanilan Kemik Materyali

Calismada materyal olarak, 2002 yilinda Van-Yoncatepe kazisindan ¢ikarilmig 35
adet arkeolojik insan kemigi kullanilmistir. Bu kemikler {izerinde ¢alismak icin; Istanbul
Universitesi Cerrahpasa Klinik Arastirmalar etik kurulundan gerekli izni ve kemiklerin
yurtdisma ¢ikislari icin gerekli izinler Istanbul Arkeoloji Miizesinden almmustir (Ek 17, EK
18).

Kaziy1 yapan arkeologlar tarafindan s6z konusu insan kemiklerinin yaklasik 3000 yil
once, demir ¢ag1 doneminde yasayan Urartular’a ait oldugu bildirilmektedir. Kemikler 6
farkli oda mezardan ¢ikarilmistir. Orneklerin hangi mezardan alindigi, kod numaralar1 ve

kemik tipleri materyal listesinde detaylandirilmistir (Tablo 6).



Tablo 6. Van-Yoncatepe Kazisi’ndan elde edilen kemik materyal listesi
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No Ornek Kodu Ornek Lokasyonu Kemik Tipi
1 M2FD-1 Oda Mezar 2 Femur
2 M2FD-14 Oda Mezar 2 Femur
3 M2FD-16 Oda Mezar 2 Femur
4 M2FD-18 Oda Mezar 2 Femur
5 M2FD-19 Oda Mezar 2 Femur
6 M2FD-20 Oda Mezar 2 Femur
7 M2TD-1 Oda Mezar 2 Tibia
8 M2TD-7 Oda Mezar 2 Tibia
9 M2TD-10 Oda Mezar 2 Tibia
10 M2TD-12 Oda Mezar 2 Tibia
11 M6FD-1 Oda Mezar 6 Femur
12 M6FD-3 Oda Mezar 6 Femur
13 M6FD-4 Oda Mezar 6 Femur
14 M6FD-15 Oda Mezar 6 Femur
15 M6FD-16 Oda Mezar 6 Femur
16 M6TD-6 Oda Mezar 6 Tibia
17 M6TD-10 Oda Mezar 6 Tibia
18 M6TD-11 Oda Mezar 6 Tibia
19 M6TD-13 Oda Mezar 6 Tibia
20 M2DNAZ2 (E1) Oda Mezar 2 Femur
21 M1DNA-4 Oda Mezar 1 Humerus
22 M4DNA-5 Oda Mezar 4 Femur
23 M5DNA1 Oda Mezar 5 Femur
24 M4DNADS Oda Mezar 4 Patella
25 M3DNA3 Oda Mezar 3 Femur
26 M3DNA3 Oda Mezar 3 Kaburga
27 E2 Bilinmiyor Femur
28 M5DNA2 Oda Mezar 5 Femur
29 M2DNA30 Oda Mezar 2 Femur
30 M1DNA4 Oda Mezar 1 Patella
31 M6FD5 Oda Mezar 6 Femur
32 M2FD15 Oda Mezar 2 Femur
33 M2TD6 Oda Mezar 2 Tibia
34 E3 Bilinmiyor Tibia
35 E4 Bilinmiyor Tibia
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3.5. Kemik Dokudan DNA izolasyon
3.5.1. Kemik Materyalinin izolasyon Islemi icin Hazirlanmasi ve Calisma Kosullar
Kemik ile yapilan genetik calismalarda, o6zellikle antik DNA c¢alismalarinda
kontaminasyon riski ¢calismanin en kritik kismini olusturmaktadir. Bu denli eski bir 6rnek
¢ok uzun bir siire toprak altinda kaldig1 i¢in bir¢ok etmen tarafindan kontamine olmustur.
Ayrica DNA’s1 asir1 derecede bozulmus oldugundan modern insan DNA’s1 tarafindan
kontamine edilmesi son derece kolaydir. Bu nedenle DNA izolasyon asamasinda modern
kontaminasyon kaynaklarindan uzak tutulmasi 6nemli bir noktadir. Yukarida belirtilen
sebeplerden dolay1 antik DNA c¢alismalarinin 6zel olarak tasarlanmis laboratuarlarda, 6zel
kiyafetler giyilerek gergeklesmesi sonuglarin giivenilirligi agisinda da 6nem arz etmektedir.
Calismanin  DNA  izolasyon asamasi Kopenhag Universitesi Antik DNA
laboratuarinda gerceklestirildi (Sekil 16). Laboratuar insan, hayvan ve bitki DNA
laboratuarlar1 olarak ayrilmaktadir. Laboratuarda olusturulmus olan basing sistemi
sayesinde kapilar agildiginda disaridan igeriye hava akisi engellenmektedir. Laboratuar
tavanlarinda bulunan UV lambalar tiim gece otomatik olarak ¢aligmakta ve sterilizasyonu
saglamaktadir. Ayrica giinlilk olarak kapidan duvarlara kadar hipoklorit ve etanol ile
kimyasal temizlik islemi yapilmaktadir. Laboratuvara girerken ayakkabilar disarida
kalmakta, galoslarla igeriye girilmekte ve maske, bone, eldiven giyildikten sonra 6zel bir
tulum giyilerek tekrar ikinci bir eldiven takildiktan sonra asil ¢aligmalarin yiiriitiildiigii
kisma gegilmektedir. Calismaya baslamadan oOnce plastik bir kap igerisinde %10 luk

hipoklorit ¢ozeltisi hazirlanir ve eller bu ¢ozeltide yikandiktan sonra ¢alismaya gegilir.

Kemiklerin temizlenmesi iki asamada gerceklestirildi. Birinci asamada %10’luk
hipoklorit kullanilarak kimyasal temizlik yapildi. Ikinci asamada ise laminar kabin
igerisinde ince uglu matkap kullanilarak kemik yiizeyinden 2-3 mm’lik kisim uzaklastirildi.
Yeterince yumusak olan eski doku ince uclu matkap kullanilarak toz haline getirildi ve 2
ml’lik ependorf tiiplere aktarildi. Toz halindeki 6rnekler derin dondurucuya kaldirilarak

izolasyon asamasina kadar -20°C’de bekletildi.



36

Sekil 16. Antik DNA laboratuvari. (The Clean Lab). Center for GeoGenetics, Copenhagen,
Denmark. Fotograf: Mikal Schlosser.

3.5.2. Silika Metoduna Dayali QIAamp MinElute Kit ile DNA izolasyonu

Toz haline getirilen kemik orneklerinde DNA izolasyon islemi QIAamp MinElute
PCR saflastirma kiti kullanilarak farkli zamalarda iki kez izolasyon iglemi gergeklestirildi.
QlAamp MinElute PCR saflastirma kiti igerisinde; silika kolonlar, PB soliisyonu (DNA
binding-baglanma), PE soliisyonu (yikama), EB soliisyonu (DNA eliisyon), AW1 ve AW2
yikama soliisyonlar1 yer almaktadir. Toz halindeki kemik orneklerinden DNA izolasyon

islemi igin baslangi¢ miktarlar1 Tablo 7’de, haricen hazirlanan soliisyonlar ise EK 16’da
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verilmistir. Izolasyon asamasinda ornekler arasina rastgele olarak 5 adet negatif kontrol
yerlestirildi.
Protokoliin basamaklar1 asagida belirtilen sira ile gerceklestirildi.
o2ml’lik ependorf tiiplerdeki kemik tozlar1 tizerine 500ul Digestion ¢ozeltisi eklendi ve
orneklerin homojenize olmasi igin tiipler rotatora yerlestirildi. Ornekler bir gece etiivde

56°C sicaklikta inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra etiivden alinan drnekler 2000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve iist faz

0,5 mI’lik Amicon ultra-4 (30kDa) kolona aktarildu.

e Amicon kolonlar 3000 rpm’de yaklasik 30 dk. (tiip igerisindeki iist fazdan kolonda 100 pl
kalana kadar) santrifiij edildi.

e Amicon kolon igerisindeki s1vi1 faz, igerisine dnceden 1ml PB ¢o6zeltisi eklenmis 1,5 ml’lik

ependorf tiiplere alindi. Elde edilen karisim Qiagen mini Elute silika kolona aktarildi.

e Tiipler santrifiije yerlestirildi ve 14000 rpm’de 1dk. santrifiij edildi. Silika kolonlar yeni
tiiplere aktarildi.

e Silika kolon tizerine 500 ul tuz ¢ozeltisi (Salton wash buffer) eklendi ve 14000 rpm’de
1dk. santrifiij edildi.

e Silika kolon yeni bir tiipe aktarilarak 500 pl AW1 yikama ¢ozeltisi eklendi ve 14000
rpm’de 1dk. santrifiij edildi.

e Silika kolon yeni bir tiipe aktarilarak 500 ul AW2 yikama ¢ozeltisi eklendi ve 14000
rpm’de 1dk. santrifiij edildi.

eKolonlar1 yikama igleminden sonra silika kolon yeni bir tiipe aktarilarak 750 pl PE
cozeltisi eklendi ve 14000 rpm’de 1dk. santrifiij edildi.

e Silika kolon yeni bir tiipe aktarildi ve bos olarak 14000 rpm’de 1dk. santrifiij edildi ve oda
sicakliginda 2 dk. kurumaya birakildi.

e Kurutulmus olan silika kolon 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi ve iizerine 100 ul EB
cozeltisi eklenerek 37 °C’de 15 dk. inkiibasyona birakild.

e inkiibasyondan sonra kolon 14000 rpm’de 1dk. santrifiij edildi ve iist faz (silika kolon)
atilarak elde edilen izolat -20 °C’de saklandh.



Tablo 7. Izolasyon isleminde kullanilan kemik tozu miktarlari
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) Laboratuvar 1.1zolasyon Kemik | 2.Izolasyon Kemik
No | Ornek Kodu
Kodu Tozu miktari (g) Tozu miktar (g)

1 | M2FD-1 FY1-FY38 0,417 0,235
2 | M2FD-14 FY2-FY39 0,375 0,231
3 | M2FD-16 FY3-FY40 0,450 0,289
4 | M2FD-18 FY4-FY41 0,428 0,225
5 | M2FD-19 FY5-FY42 0,413 0,266
6 | M2FD-20 FY6-FY43 0,450 0,241
7 | M2TD-1 FY7-FY44 0,466 0,211
8 | M2TD-7 FY8-FY46 0,496 0,297
9 | M2TD-10 FY9-FY47 0,408 0,222
10 | M2TD-12 FY10-FY48 0,515 0,294
11 | M6FD-1 FY11-FY49 0,622 0,282
12 | M6FD-3 FY12-FY50 0,211 0,178
13 | M6FD-4 FY13-FY51 0,400 0,252
14 | M6FD-15 FY14-FY52 0,324 0,158
15 | M6FD-16 FY15-FY54 0,380 0,209
16 | M6TD-6 FY16-FY55 0,414 0,199
17 | M6TD-10 FY17-FY56 0,410 0,297
18 | M6TD-11 FY18-FY57 0,575 0,272
19 | M6TD-13 FY19-FY58 0,485 0,276
20 | M2DNAZ2 (E1) | FY20-FY59 0,390 0,271
21 | M1DNA-4 FY21-FY61 0,495 0,281
22 | MADNA-5 FY22-FY62 0,401 0,256
23 | M5DNA1 FY23-FY63 0,515 0,230
24 | MADNAS FY?24-FY64 0,404 0,274
25 | M3DNA3 FY?25-FY65 0,358 0,192
26 | M3DNA3 FY26-FY66 0,355 0,170
27 | E2 FY27-FYG67 0,401 0,244
28 | M5DNA2 FY?28-FY69 0,408 0,295
29 | M2DNA30 FY29-FY70 0,387 0,238
30 | M1IDNA4 FY30-FY71 0,468 0,250
31 | M6FD5 FY31-FY72 0,442 0,256
32 | M2FD15 FY32-FY73 0,423 0,222
33 | M2TD6 FY33-FY74 0,480 0,212
34 | E3 FY34-FY75 0,460 0,294
35 | E4 FY35-FY76 0,495 0,211
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3.6. DNA Miktari ve Kalitesinin Belirlemesi
3.6.1. Florometrik Yontemle DNA Miktar Tayini
Izolasyon asamasindan sonra elde edilen izolatlarin DNA miktar tayini oncelikle
florometrik yontem kullanilarak tespit edildi. Quant-iT™ HS dsDNA HS Assay
(Invitrogen) kiti kullanilarak yapilan miktar tayini Qubit florometre (Invitrogen) cihazinda
belirlendi.
Quant-iT™ HS dsDNA HS Assay (Invitrogen) kit i¢in miktar tayin protokolii
asagida verilmistir;
e Analizde kullanilacak olan reaktif ve soliisyon karigimi ornek sayisi géz oniine
alinarak asagidaki gibi hazirlandi.
(Ornek sayis1 X 199 pl kit soliisyonu) + (6rnek sayis1 X 1ul reaktif)
e Elde edilen karisimdan 0,5 ml’lik ependorf tiiplere 6rnekler i¢in 199 pl, standartlar
icin 190 pl dagitildu.
e Tiiplerdeki karistmlara DNA izolatlarindan 1 pl, standartlardan ise 10 pl eklenerek
homojenize olmasi1 saglandi.
e Tiipler 2-3 dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
e Inkiibasyon sonrasinda ilk dnce standartlar kullanilarak Qubit florometre cihazinin
kalibrasyonu yapildi.

e Standartlarin cihazda Slglimiinden sonra Orneklerin dl¢iimii yapildi ve sonuglar

kaydedildi.

3.6.2. Ger¢ek Zamanh (Real Time) PCR Yontemi ile DNA Miktar Tayini

Kemik izolatlar1 hedef kemik DNA’sindan (bu calismada insan DNA’s1) daha fazla
bakteriyal DNA igerir. Konvansiyonel DNA miktar tayin yontemleri ile karisim halinde
bulunan bu iki DNA miktarmi belirlemek miimkiin degildir. PCR’da kullanilacak olan
hedef DNA miktar1 ise PCR analizlerini etkileyen 6énemli bir parametredir. Ayn1 zamanda
PCR inhibitorlerinin varhigi gibi sebeplerden dolayi, hangi yontemle analize devam
edilecegine karar vermek i¢in daha hassas bir miktar tayin yontemi olan ger¢cek zamanli
PCR ile DNA miktar tayini yapildi. Ger¢ek zamanli PCR agamasinda insan DNA’sina
0zgli DNA miktar tayin kiti (Quantifiler® Human DNA Quantification Kit) kullanildi. Kit
62 b¢’lik primer kullanilarak ¢ogalan iiriin miktarina gére DNA miktarin1 vermektedir
(Tablo 8).
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Tablo 8. Quantifiler® Human DNA Quantification Kit hedef DNA bolgesi (Applied
Biosystems)

Kromozom | Amplikon | Cogaltilan | Kromozom

Kit Ad Hedef Gen o
daki yeri boyutu bolge sayisi
Insan
Quantifiler® telomeraz
Human DNA revers . o
o ] 5p 15.33 62 bg Intron Diploid
Quantification | transkriptaz
Kit geni
(hTERT)

3.6.2.1. Quantifiler® Human DNA Quantification Kitinin PCR i¢in Hazirlanmasi
Oncelikle analiz sonuglarmin giivenirliligini belirlemek igin kit icerisinde bulunan
200 ng/pl stok DNA soliisyonundan 50, 16.7, 5.56, 1.85, 0.62, 0.21, 0.068 ve 0.023 ng/ul
konsantrasyonlarinda standart bir diliisyon serisi hazirlandi. Daha sonra kit primer ve mix
karisimi asagidaki sekilde hazirlandi.
e Ornek sayis1 X 10.5 ul Quantifiler Primer Karisim1
e Ornek sayis1 X 12.5ul Quantifiler PCR Reaksiyon Karigimi
Elde edilen karigim yliriitme tepsisi tizerindeki kuyucuklara 23 pl dagitildi. Daha
sonra kuyucuklara 2’ser pl standart DNA diliisyonlar1 eklendi. Ornekler ise, PCR inhibitor
varlig1 g6z oniinde bulundurularak iki seri halinde hazirlandi. Birisi dogrudan, digeri ise
1/4 oraninda sulandirilmis 6rnek serisi olarak calisildi. Her iki sekilde hazirlanmis
orneklerden 2’ser ul drnek kuyucuklara eklendi. Ornek tepsisi 7500 Real Time PCR
(Applied Biosystems) cihazina yerlestirildi. DNA miktari, cihazda yiiklii olan ABI Prism
7000 SDS (Sequence Detection Systems, Applied Biosystems) yazilim programi ile

hesapland.

3.6.2.2. Quantifiler Human DNA Kitinin PCR Déngii Kosullari
50°C’de 2dk

95°C’de 10dk
95°C’de  15sn 40 dongi

60°C’de 1dk
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3.8. Genotip Tayini

Calismada genotip tayini igin 5 farkli ticari STR kiti kullanildi. Bu kitler, cinsiyet
lokusu ile birlikte; AmpF(STR® Identifiler® PCR Amplification Kiti 16 lokus,
AmpFELSTR® MiniFiler™ PCR Amplification Kiti 9 lokus, AmpF{STR® SGM Plus®
PCR Amplification Kiti 10 lokus, Investigator™ Hexaplex ESS kiti 7 lokus ve
AmpF(STR® NGM™ SElect PCR Amplification kiti ise 17 DNA lokusunun tek
reaksiyonda ¢ogaltilmasina ve genotip tayini yapilmasina olanak saglamaktadir.

PCR islemi GeneAmp 9700 termal dongii cihazinda kit protokollerine uygun bir

sekilde gergeklestirildi.

3.7.1. Deneyde Kullanilan PCR Kitleri ve PCR Kosullar:
3.7.1.1. AmpF{STR® Identifiler® PCR Amplification Kiti
PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karisim asagidaki gibidir:
e 10.5 pl reaksiyon karisimi X drnek sayisi
e 5.5 ul primer karigimi X Ornek sayisi
e 0.5 ul Taq polimeraz enzim X 6rnek sayisi
Hazirlanan Karisimdan her bir 6rnek tiipiine 15 pl karisim ve 10 pl DNA izolati
(0,005-0,059 ng/ul) eklenerek son hacim 25 ul olacak sekilde hazirlanan PCR karigimi
Geneamp 9700 PCR cihazina yerlestirildi ve asagidaki kosullarda c¢ogaltma islemi

gerceklestirildi.
95°C’de 11dk
94°C’de 1dk
72°C’de 1dk

60 °C’de 60 dk

3.7.1.2. AmpF{STR® MiniFiler™ PCR Amplification Kiti
PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karisim asagidaki gibidir:
e 10 pl reaksiyon karisimi X 6rnek sayisi
e 5 ul primer karigimi X drnek sayisi
Hazirlanan karisimdan her bir 6rnek tiiptine 15 pl karisim ve 10 pl DNA izolatt
(0,005-0,059 ng/ul) eklenerek son hacim 25 pl olacak sekilde hazirlanan PCR karisimi
Geneamp 9700 PCR cihazina yerlestirildi ve asagidaki kosullarda c¢ogaltma islemi
gerceklestirildi.



95°C’de 11dk
94°C’de 20sn
O~
59 OC de 2 dk 30 déngii
72°Cde 1 dk
60°C’de 45dk

3.7.1.3. AmpF(STR® SGM Plus® PCR Amplification Kiti
PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karisim asagidaki gibidir:
e 10.5 pl reaksiyon karigimi1 X ornek sayist
e 5.5 ul primer karisimi X 6rnek sayisi
e (.5 ul taq polimeraz enzim X Ornek sayisi
Hazirlanan karisimdan her bir 6rnek tiipiine 15 pl karisim ve 10 pl DNA izolati
(0,005-0,059 ng/ul) eklenerek son hacim 25 pl olacak sekilde hazirlanan PCR karisimi
Geneamp 9700 PCR cihazina yerlestirildi ve asagidaki kosullarda c¢ogaltma islemi

gerceklestirildi.
95°C’de 11dk
94°C’de 1 dk
59°C’de 1 dk } 32 déngii
72°C’de 45dk
60°C’de 45dk

3.7.1.4. Investigator ™ Hexaplex ESS Kiti
PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karisim asagidaki gibidir:
e 5l reaksiyon karisimi X 6rnek sayisi
e 2.5 pl primer karisimi X drnek sayis1
e (.4 ul taq polimeraz enzim X ornek sayist
Hazirlanan karisimdan her bir 6rnek tiipiine 7.5 pl karisim ve 5 pl DNA izolati
(0,005-0,059 ng/ul) eklenerek son hacim 12,5 pl olacak sekilde hazirlanan PCR karigimi
Geneamp 9700 PCR cihazina yerlestirildi ve asagidaki kosullarda ¢ogaltma islemi

68 °C’de

60 dk

gergeklestirildi.

94°C’de 4 dk

96 °C’de 30 sn

61°C’de 120 sn } 5 dongii
72°C’de 75 sn

94°C’de 30 sn

61°C’de 120 sn } 25 dongii
72°C’de 75 sn
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3.7.1.5. AmpFISTR® NGM SElect"™ PCR Amplification Kiti
PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karigim asagidaki gibidir:
e 10.5 pl reaksiyon karigimi X ornek sayisi
e 5.5 ul primer karisimi X 6rnek sayisi
Hazirlanan karigimdan her bir 6rnek tiiptine 15 pl karisim ve 10 ul DNA izolati
(0,005-0,059 ng/ul) eklenerek son hacim 25 pl olacak sekilde hazirlanan PCR karisimi
Geneamp 9700 PCR cihazina vyerlestirildi asagidaki kosullarda ¢ogaltma islemi
gerceklestirildi.
95°C’de 11 dk

94°C’de 20 sn }
59°C’de 3 dk 32 dongil

60 °C’de 10dk

3.8. Kapiler Elektroforezde STR Analizleri
PCR asamasindan elde edilen tiriinler ABI 3130 genetik analizor cihazinda uygun

kosullarda (Tablo 9) ve POP-4 polimer kullanilarak yiirtitiildii.

3.8.1. PCR Uriinlerinin Elektroforez Asamasi I¢cin Hazirlanmasi
e Her bir yiiriitmede PCR fiirlinlerinin yaninda alelik ladder, pozitif kontrol ve negatif

kontrol ornekleri de hazirlandi.

e Yiiriitme isleminde kullanilan formamid ve her bir kite 6zgili size standart (Tablo 10)

miktarlar1 asagida verildigi sekilde hazirlanarak yiirlitme igin gerekli karisim elde edildi.

Karigim: (8.7ul formamid X 6rnek sayisi) + (0.3ul size standart X 6rnek sayisi)
e Formamid ve size standart karistmindan 9 pl, PCR friiniinden 1 pl olacak sekilde

toplamda 10pl’lik karisim ABI 3130 yiiriitme tepsisindeki kuyucuklara ytiklendi.

e ABI 3130 genetik analizor cihazinda her bir kit i¢in Tablo 9’da verilen yiiriitme

kosullar1 segilerek elektroforez asamasi gerceklestirildi.



Tablo 9. Calismada kullanilan kitlere ait elektroforez kosullar1 ve matriks dosyalar:
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o Matriks
Ticari Kit ABI 3130 ABI 3130 Elektroforez
. Standart
Isimleri ) Yiiriitme Modiilii | Yiiriitme Kosullar:
Setleri
Enjeksiyon zamani: 5 sn
AmpFI{STR® o .
DS-33 (6FAM, Enjeksiyon voltaji: 15 kV
Identifiler® GS STR POP-4
. VIC, NED, Yiiriitme voltaji: 15 kV
PCR Kiti (Aml) G5
PET, LIZ) Yiiriitme sicaklig1: 60 °C
Yiiriitme zamani: 24 min
Enjeksiyon zamani: 5 sn
AmpFI{STR® o .
o DS-33 (6FAM, Enjeksiyon voltaji: 15 kV
MiniFiler™ GS STR POP-4 .
. VIC, NED, Yiiriitme voltaji: 15 kV
PCR Kiti (Iml) G5
PET, LIZ) Yiiriitme sicakligi: 60 °C
Yiiriitme zamani: 24 min
Enjeksiyon zamani: 5 sn
AmpF{STR® o .
DS-30 (5-FAM, Enjeksiyon voltaji: 15 kV
SGM Plus® GS STR POP-4
. JOE, NED, Yiriitme voltaji: 15 kV
PCR Kiti aml) F
ROX) Yiiriitme sicakligi: 60 °C
Yiiriitme zamani: 24 min
Enjeksiyon zamani: 5 sn
BT5 (6-FAM, Enjeksiyon voltaji: 15 kV
GS STR POP-4 _
Haxaplex ESS | BTG, BTY, Yiiriitme voltaji: 15 kV
(Iml) G5
BTR, BTO) Yiiriitme sicakligi: 60 °C
Yiirlitme zamani: 24 min
Enjeksiyon zamani: 5 sn
AmpF{STR®
DS-33 (6FAM, Enjeksiyon voltaji: 15 kV
NGM® SElect GS STR POP-4
. VIC, NED, Yiiriitme voltaji: 15 kV
PCR Kiti (Iml) G5
PET, L1Z) Yiiriitme sicakligi: 60 °C

Yiritme zamant: 24 min
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Tablo 10. Calismada kullanilan kitlere ait size standartlar

Kit Isimleri Size standartlar
AmpF{STR® Identifiler® PCR Kiti Gene Scan 500 Liz
AmpF(STR® MiniFiler ™ PCR Kiti Gene Scan 500 Liz
AmpFLSTR® SGM Plus® PCR Kiti Gene Scan 500 Rox
Investigator™ HexaPlex ESS 550 BTO
AmpF{STR® NGM SElect™ PCR Kiti Gene Scan 600 Liz

3.9. Elektroforez Sonrasi Verilerin Analiz Edilmesi
PCR iirtinleri ABI 3130 genetik analizor cihazinda uygun kosullarda yiiritiildiikten
sonra elde edilen ham veriler GeneMapper IDx analiz programinda analiz edilerek genotip

tayini yapildi.
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4. BULGULAR

Calismanin deneysel asamasi 3 farkli laboratuarda yiiriitiildii. Kemik materyalden
DNA izolasyonu ve florometrik yontemle DNA miktar tayini asamasi Kopenhag
Universitesi Antik DNA Laboratuarinda, ger¢ek zamanli PCR ile DNA miktar tayini ve
AmpF(STR® NGM™  SFElect PCR Kiti ile DNA tiplendirme asamast Kopenhag
Universitesi Adli Genetik Laboratuvarinda, ¢alismada kullanilan diger STR Kitleri
(AmpF(STR® Identifiler®, AmpF{STR® MiniFiler™, AmpF{STR® SGM Plus® ve
Investigator™ Hexaplex ESS PCR Kkiti) ile DNA tiplendirme asamasi ise Istanbul
Universitesi Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik Laboratuvar’nda gerceklestirildi.

Calismada materyal olarak kullanilan Van-Yoncatepe kazisi arkeolojik insan
kemiklerine, silika temelli yontem uygulanarak farkli zamanlarda iki kez DNA izolasyon
islemi uygulandi. DNA izolasyon isleminden sonra Qubit florometre cihazi ile florometrik
olarak DNA miktar tayini yapildi ve elde edilen DNA miktarlar1 Tablo 11’de gosterildigi
sekilde kaydedildi. Daha sonra ayni 6rneklerde insan genomik DNA’sina 6zgii primerler
kullanilarak Ger¢ek zamanli PCR ile kantitatif PCR yapildi ve genomik DNA miktari
belirlendi (Tablo 12). insan genomik DNA’s1 belirlenen drneklerde 5 farkli ticari STR Kiti
ile PCR gergeklestirildi. Sonuglar Genemapper IDX yazilim programinda analiz edilerek
ornekler genotiplendirildi.

Calismada kullanilan 5 adet STR kiti ile yapilan tiim ¢aligmalarda negatif kontrol
kullanilarak kontaminasyon varligi, pozitif kontrol kullanilarak da kitin ¢aligip ¢aligmadigi
kontrol edildi. Kullanilan negatif kontrollerde herhangi c¢ogalma goézlenmedi. Pozitif
kontroller ise kitlerde verilen profillerle karsilastirilarak dogrulandi.

4.1. DNA izolasyonundan Elde Edilen izolatlara Ait DNA Miktarlar

Izolasyon isleminden sonra orneklerin hem florometrik yéntemle hem de gercek
zamanli PCR (qPCR) yontemi ile DNA miktar tayini yapildi. Her iki yontem ile tayin
edilen DNA miktarlar1 6rnek isim sirasina uygun bir sekilde Tablo 11°de verildi.
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Tablo 11. 1. ve 2. Izolasyonda elde edilen izolatlarin Qubit florometri ve qPCR ile
belirlenen DNA miktarlar

1. izolasyonda Belirlenen 2. izolasyonda Belirlenen
No Laboratuvar DNA Miktari (ng/ul) DNA Miktari (ng/ul)
Kodu
Qubit gPCR Qubit gPCR

1 |FY1-FY38 1,88 0,138

2 | FY2-FY39 0,76 0,346

3 | FY3-FY40 0,308 <0,0005

4 | FY4-FY41 0,954 <0,0005

5 | FY5-FY42 0,666 0,11

6 | FY6-FY43 0,23 <0,0005

7 | FYT7-FY44 0,606 0,124

8 | FY8-FY46 1,33 0,158

9 | FY9-FY47 1,03 0,152

10 | FY10-FY48 0,348 <0,0005

11 | FY11-FY49 0,187 0,169

12 | FY12-FY50 1,79 0,025 2,22 0,005
13 | FY13-FY51 2,08 0,398

14 | FY14-FY52 2,12 1,8

15 | FY15-FY54 7,24 1,01

16 | FY16-FY55 1,87 2,0

17 | FY17-FY56 8,12 1,84

18 | FY18-FY57 1,37 0,298

19 | FY19-FY58 1,35 0,228

20 | FY20-FY59 4,5 0,658

21 | FY21-FY61 0,102 <0,0005

22 | FY22-FY62 0,672 0,532

23 | FY23-FY63 0,39 0,148

24 | FY24-FY64 1,26 1,76 0,008
25 | FY25-FY65 7,78 0,022 2,84

26 | FY26-FY66 1,83 0,059 0,408 0,003
27 | FY27-FY67 0,86 <0,0005

28 | FY28-FY69 2,58 0,932

29 | FY29-FYT70 0,376 <0,0005

30 | FY30-FY71 0,528 <0,0005

31 | FY31-FY72 1,1 <0,0005

32 | FY32-FYT73 0,432 0,114

33 | FY33-FY74 1,24 0,532

34 | FY34-FYT75 2,14 2,74

35 | FY35-FY76 1,84 0,328
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Genomik DNA elde edilen 6 adet 6rnek, birinci ve ikinci izolasyondan elde edilmis
toplamda 4 farkli bireye ait DNA’dir. FY12-FY50 ve FY26-FY66 kodlu 6rneklerde hem
birinci izolasyonda hem de ikinci izolasyonda genomik DNA elde edilmesine karsin FY-
25, FY-64 kodlu 6rneklerde tek bir izolasyonda genomik DNA elde edilmistir.

Tablo 12. Sulandirilmis ve sulandirilmamuis izolatlar kullanilarak yapilan ger¢cek zamanl
PCR sonuglarina gore DNA miktarlari

Sulandirilms Sulandirilmamis
Ornek Kodu Tiip kodu izolatlar gPCR izolatlar gPCR

degeri (ng/ul) (ng/pnl)
M6FD-3 FY-50 0,005 0,004
M4DNAS FY-64 0,008 0,008
M3DNAS3 FY-66 0,007 0,003
M6FD-3 FY-12 0,025 0,002
M3DNAS3 FY-25 0,022 0,003
M3DNAS3 FY-26 0,059 0,059

4.2. Ticari STR Kitleri ile Elde Edilen STR Profilleri

Calismada genomik DNA elde edilen 6 adet 6rnek tizerinde 5 adet ticari STR kiti
(AmpF{STR® NGM™ SElect, AmpF{STR® Identifiler®, AmpF{STR® MiniFiler™,
AmpF{STR® SGM Plus® PCR Kiti ve Investigator™ Hexaplex ESS Kkiti) kullanilarak
genetik tiplendirme yapildi. Her analizde 6rneklerin yani sira negatif kontrol ve her bir kite
ait pozitif kontrol 6rnekleri de ¢aligildi.

Ornekler ABI 3130 genetik analizdr cihazinda yiiriitiildiikten sonra drneklere ait ham
veriler Genemapper IDX yazilim programinda analiz edildi ve genotipler elde edildi.

AmpFISTR® Identifiler® PCR Kiti ile yapilan PCR analizinde FY-26, FY-50 ve
FY-66 orneklerinde ¢cogalma goézlendi. FY-26 6rneginde D18S51 lokusu hari¢ diger tiim
lokuslarda alel gozlendi. FY-50 6rneginde 12 lokusta alel gozlenirken FY-66 Grneginde
sadece 4 lokusta alel gozlendi. FY-12 ve FY-25 orneklerinde higbir lokusta alel
gozlenmedi (Tablo 13, 14, 15; Ek 1, 2, 3).

AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Kiti ile yapilan PCR analizinde FY-12, FY-25, FY-
26, FY-64 ve FY-66 oOrneklerinde alel elde edilirken sadece FY-50 o6rneginde alel
gozlenmedi. FY-12 6rneginde 9 lokustan 5 tanesinde, FY-64 6rneginde ise 8 lokusta alel
gozlendi. FY-25, FY-26 ve FY-66 6rneklerinde tiim lokuslarda alel gézlendi (Tablo 13, 14,
15; Ek 4,5, 6, 7).
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AmpFISTR® SGM Plus® PCR Kiti ile yapilan PCR analizinde kitte mevcut 11
lokustan; FY-26 6rneginde 9 lokusta, FY-50 ve FY-25 6rneklerinde 4 lokusta, FY-12, FY-
64 ve FY-66 ornekelrinde 5 lokusta alel elde tespit edildi (Tablo 13, 14, 15; Ek 8, 9).

AmpFISTR® NGM™ SElect PCR Kiti ile yapilan PCR analizinde genomik DNA
belirlenen 6rneklerin hepsinde (FY-12, FY-25, FY-26, FY-50, FY-64 ve FY-66) ¢ogalma
goriildii. FY-26 Orneginde tam profil elde edilirken FY-66 Orneginde kitte mevcut 17
lokustan 16’sinda alel tespit edilmistir. FY-50 6rneginde 15 lokusta, FY-64 6rneginde 14
lokusta, FY-25 o6rneginde 12 lokusta ve FY-12 Orneginde ise 11 lokusta alel gozlendi
(Tablo 13, 14, 15; Ek 10, 11, 12, 13, 14, 15).

Investigator™ Hexaplex ESS PCR Kiti ile yapilan PCR analizinde FY-26 6rneginde
Kitte yer alan 7 adet lokusta, FY-25 6rneginde ise 2 lokusta alel elde edilmesine ragmen
diger 6rneklerde cogalma olmadi.

Kitlerin basar1 yiizdesi her bir kit i¢in her drnekte (giivenilir lokus sayist x 100)/(kitte
mevcut lokus sayisi) formiilii ile hesaplanmistir (Tablo 16). Her bir kit i¢in tim
orneklerdeki basar1 yiizdelerinin ortalamasi ise soyledir: NGM SElect; %47,1, Identifiler;
%21,87, MiniFiler; %35,15, Hexaplex; %16,65, SGM Plus; %13,63.



Tablo 13. FY12 ve FY50 ornekleri ile yapilan STR analizleri sonucunda gozlenen aleller.
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STR LOKUSLARI

. o ~ | O © o Ioe) ™ | o o | al| R
omekFviz__| B 2|2 2 g8 |8z & 22|85 g 8|83
= o) 5] — 0 — n wn n < — n — p S | 9| Ol v | n| o
= @) N ™ LL 1%} wn 1Se] — < © = n I wn =) Nl NS | N »
o T} — ) N~ al — N O] — I5e) I Ioe) T al — — — N L
STR Kit <|F|o|o|O0O|o|a|lo|lao|@|ao|l>S| o |ao|lalF|a|lo|lojo|a]o
Identifiler - - - - - - - - - - - - - - - -
18
MiniFiler XY 8 10 - 20 - - - 11
23
12
SGM Plus XY - - - - - 17 17 13 14 -
NGM SElect X 20 - 31.2 - - 18 14 14 | 11 | 10 | 14 | - - | 13 12 -
Hexaplex ESS - - - - - - -
Ornek FY50
; 18 | 13/14/ ii ;
Identifiler XY | 8 - 11 - - - 312 | 25 | 12 | 19 | 15/16/ 11
12 22 | 17719 | 17 3.3
2 10
MiniFiler - - - - - - - - -
SGM Plus Y A T 11‘;/ 11 | -
16
10 22 | 11 | 16 14 13 | 14 | 28.
NGM SElect XY - 19 - on | 12 | 18 17 15114 | 8 |14 | 12 gg 14 115 | 2

Hexaplex ESS




Tablo 14. FY26 ve FY66 ornekleri ile yapilan STR analizleri sonucunda gézlenen aleller.
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STR LOKUSLARI

5 S lo|S5l0lals]al 4 3 2| 9| o Ll glg| S8
GE) ol B 1B 1| B3| &R A < | B n 2 ) ol dlHh | Q18| Q 9
O | w — n N~ l — N O] — E I5e) — Ioe) T al — — — N L
STR Kit < |+ (a) (| @) (@) (@) (@) (@) LL (@) o @) (@) - (| (| (| o (| )
. 10 11 17 312 | 22 | 8 | 17 | 15 | 13 13
|dentifiler XY N8 12028 18| " |322]23|13|18|17 152 15 8
- 11 17 | 14 | 312 | 22 | 8
MiniFiler XY 12 12 8 18118 13221 23| 13
312 | 22 | 8 | 17 | 15 | 13 13
SGM Plus XY | v 1322|2313 18|17 152 15 |8
17 | 14 | 312 | 22| 8 | 17 | 15 | 13 13 11 |13 |18 |14 | 12 | 163
NGM SElect | XY 18 |18 | 322 | 23| 13|18 |17 |152| 15 |8 |14 |15 | 22|15 15| 282
11 |13 | 18 | 14 | 12
Hexaplex ESS | XY 8 14115 | 22 | 15 | 15
Ornek FY66
Identifiler X - 110 - - - - - - - - - - - 8/13/15 | 8
L 11 17 | 14 22 | 8
MiniFiler Y 12 1 8 18 | 18 32.2 23 | 13
17 13
SGM Plus XY S N EE T R B P I - (e B ;
31.2 8 15 | 13 6 | 11 18 | 14 | 12
NGM SElect | XY 18 | - |35 | 22| 3 | 17|37 | oo | 1315 | o |2 |35 |5 | 15 | 15 | 163
Hexaplex ESS - - - - - - -




Tablo 15. FY25 ve FY64 ornekleri ile yapilan STR analizleri sonucunda gézlenen aleller.
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STR LOKUSLARI

e c o'} Ty
Ornek FY25 S oo ':| O o % — — % 88 8 IQ — ‘Eg 5' § g
SIX|2|3 |58 98| A Bl 3121213198322 |
“E’ Ol »n 1] LL N wn ISe] - < © wn I3 wn o %) wn N o N |
O | w — n N~ al — N O] — E I5e) I Ioe) T l — — — NN
STR Kit <|F|laoa|lao|Oo|lao|l o |ao| A L | O alo|a|lF|ala|lalo|lal|o
Identifiler - - - - - - - - - - - - - - - -
17
- 11 | 10 | 11 13 30 18/20/ | 11
MiniFiler | XY 12 |11 12| 50 | 14| 322 | 22 |13
14 | 16
SGM Plus XY - - - - - 16 | 18 14 -
14 | 16 | 13.2 | 10 18. | 18. | 14 | 11
NGM SElect | XY - - 30 - - 16117 | 14 19 - 11 3 3 16115
9
HexaplexESS | - 93 11 | - - - -
Ornek FY64
12 25 13 12
Identifiler XY | - 13 - - - - - 28 - - 17 | 16 | 14 | 15 7
30 15 16
- 9 7 12
MiniFiler Y 14 - 12 20 19 30 22 8/9
SGMPlus | XY A ] AR 11%’ i
11.
9 13 12 11 15
NGM SElect | XY 20 - 30 - 11 17 | 16 15 16 7 ill 15 17 | 15 16 |-

HexaplexESS
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Tablo 16. Calismada elde edilen DNA 6rnekleri icin kit sistemlerinin basar1 oranlari

Ornek | KitAd Genotip tayini (;uremhr Baz ¢ifti | Basari
Adi /Kapsadigi yapilan lokuslar uiunan sayisi Yiizdesi
lokus sayisi lokuslar
D18S51, FGA, Amelogen
D16S539, VWA, D18S51
D3S1358, D19S433, D88117§
NGM D8S1179, THO1, FGA ' 99-282 111
SElect/17 D25441, D1S1656, THOi ’
D12S391, D10S1248, D1982133
D22S51045, SE33, D351358
Amelogen
FY-50 TPOX, D5S818, FGA,
D16S539, VWA,
Identifiler/16 | D3S1358, D19S433, Amelogen 105-110 6,25
D8S1179, THO1,
Amelogen
D3S1358, D19S433,
SGM Plus/11 D8S1179, Amelogen D195433 120-125 9,1
Minifiler/9 Lokus elde edilemedi. - - -
Hexapleks/7 | Lokus elde edilemedi. - - -
D21S11, VWA,
D3S1358, D19S433, Amelogen
NGM D8S1179, D25441, D851179 86-139 176
SElect/17 D1S1656, D12S391, D2S441 ’ ’
D10S1248,
D2251045, Amelogen
Identifiler/16 | Lokus elde edilemedi. - - -
SGM Plus ile elde edilen lokuslar pik
FY-25 |SGM Plus/11 | Amelogen dengesizlikleri olmasi ve 54 rfu’dan
kiigiik olduklart i¢in gliven aralig
disindadir.
D13S317, CSF1PO,
D75820, D251338,
Minifiler/d | D18SSL, D21S11, | Docl | 170220 | 222
FGA, D16S539,
Amelogen
Hexapleks/7 | THO1, D2S441 THOL 100-117 28,5
' D25441 ’
D2251045,
D2s1338, D21s11, | AL
D16S539, VWA, DBSlSSé
D3S1358, D19S433, ’
NGM D12S391,
FY-64 | SElect/17 D8S1179, THOL, D10S1248 90-309 56,8
D25441, D1S1656, VWA ’
D12S391, D10S1248, i
D22S51045, Amelogen D165539,
’ D251338,
D21S11
Identifiler/16 | D5S818, D21S11, D3S1358, 105-180 31,25
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VWA, D3S1358, THO1,vWA
D195433, D8S1179, Amelogen,
THO1, Amelogen D5S5818
SGM Plus/11 D351358, D8S1179, Amelogen 105-110 9,1
Amelogen
D13S317, D7S820,
A D2S1338, D18S51 D7S820,
Minifiler/9 D21511, FGA, D18S51 144-174 22,2
D16S539, Amelogen
Hexapleks/7 | Lokus elde edilemedi. - - -
D251338, D21s11, | D%
D16S539, FGA, D16S’539
VWA, D3S1358, D281338’
NGM D19S433, D8S1179, D881179’
THO1, D2S441, ’ 90-300 58,8
SElect/17 D21S11,
D1S1656, D12S391,
D22S1045,
D2251045, SE33 D195433
D ,
Amelogen | 1 D151656,
D12S391
- D8S1179, THO1,
FY-66 | Identifiler/16 Amelogen THO1 180-182 6,25
SGM Plus ile elde edilen lokuslar pik
SGM Plus/11 | Amelogen d?ng,esizlikleri 0'1r1.1a51uve 54 rfu’flan
kiictik olduklar i¢in giiven araligi
disindadir.
D13S317, CSF1PO D13S317,
D7S820, D2S1338, D7S820,
Minifiler/9 D18S51, D21S11, D21S11, 85-175 55,5
FGA, D16S539, D18S51,
Amelogen FGA
Hexapleks/7 | Lokus elde edilemedi. - - -
D2S1338, D21S11,
. Dissias, Destis, | THOL
NGM D195433, D8S1179, ,
SElect/l7 | THOL, D25441, ooyl i 17.6
D10S1248,
D2251045, Amelogen
Identifiler/16 | Lokus elde edilemedi. - - -
FY-12 SGM Plus ile elde edilen lokuslar pik
SGM Plus/11 | Amelogen d.e.n‘f?reSithleri 0.1 mast ve >4 rﬁl’,d an
kiigtik olduklar i¢in giiven araligi
disindadir.
D13S317, CSF1PO, CSF1PO,
Minifiler/9 D2S1338, D16S539, | D16S539, 100-110 33,3
Amelogen Amelogen
Hexapleks/7 | Lokus elde edilemedi. - - -
NGM D2S1338, D21S11, D10S1248,
FY-26 SElect/17 D16S539, D18S51, VWA, 86-409 88,2
FGA, VWA, D8S1179,
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D3S1358, D19S433, | D21S11,
D8S1179, THO1, D18S51,
D2S441, D1S1656, D22S51045,
D12S391, D10S1248, | THO1,
D22S1045, SE33, FGA,
Amelogen D195433,
D2S441,
D1S1656,
D3S1358,
D12S391,
SE33,
Amelogen
TPOX,
D5S818,
D13S317,
TPOX, D5S818, D7S820,
D13S317, CSF1PO, D2S1338,
D7S820, D2S1338, D21S11,
- D21S11, FGA, FGA,
Identifiler/16 D165539, VWA, D16S539, 105-320 87,5
D3S1358, D19S433, | VWA,
D8S1179, THO1, D3S1358,
Amelogen D19S433,
D8S1179,
THO1,
Amelogen
D21S11,
D21S11, FGA, VWA,
D16S539, VWA, D3S1358,
SGM Plus/11 | D3S1358, D19S433, | D19S433, 105-220 63,6
D8S1179, THO1, D8S1179,
Amelogen THO1,
Amelogen
D13S317,
D13S317, CSF1PO CSF1PO
D7S820, D2S1338, D7S820,
Minifiler/9 D18S51 D21S11, D18S51 100-220 71,7
FGA, D16S539, D21S11,
Amelogen FGA,
Amelogen
THO1, D2S441, Rize?;ggg’
Hexapleks/7 Bigg?gggng%l’ THO1, 75-185 71,4
’ D12S391,

D22S51045, Amelogen

D25441
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o

TARTISMA VE SONUC

DNA’nin bozunma siirecini etkileyen tiim bu faktorler acisindan Yoncatepe
kazisindan alinan ornekler degerlendirildiginde; kazi bdlgesinin denizden yiiksekligi,
iklimin soguk ve kurak olmasit agisindan DNA’nin daha iyi korunmus olacagi
diistintilebilir. Ancak, elde edilen 6rneklerin 2002 yilinda kazidan ¢ikarilmasi ve bugiine
kadar oda sicakliginda saklanmis olmasi analizleri olumsuz etkileyebilecegi soylenebilir.
Zira ¢alisilan 35 Ornekten yalniz 6 tanesinde DNA elde edilmesi ve bu kemiklerden elde
edilen izotlarda gPCR ile belirlenen insan DNA miktarmim 0.003-0.059 ng /ul gibi diisiik
diizeyde olmas1 hem kemiklerin yas1 (yaklasik 3000 yil) ile hem de topraktan ¢ikarildiktan
sonraki siirecle agiklanabilir.

Bu calismada kullanilan Yoncatepe Nekropol’iiniin 6 oda mezarindan elde edilen
farkli tipteki (femur, tibia, humerus, kaburga, patella) kemikler antik DNA icermeleri
nedeniyle kontaminasyona son derece aciktir. Ayrica diisiik miktarda DNA ile
calismaninda getirdigi riskler bulunmaktadir (Gill ve ark. 2000). Bu tiir caligmalarda
Ozellikle kontaminasyonu 6nleyici tedbirlerin alinmas1 ve her basamakta kontrol edilmesi
sonuclarin giivenirligi acisindan son derece Onemlidir. Bu nedenle tiim ¢alisma
stireclerinde ortamdan ve arastiricilardan kaynakli bir kontaminasyon olmamasi icin gereg

ve yontemler boliimiinde detayli bir sekilde belirtildigi gibi ortam sterilizasyonuna, 6zel
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giysiler, eldiven, maske, galos giyilerek arastirmaci kaynakli kontaminasyonun Oniine
gecilmistir.  Yine kontaminasyona yonelik diger bir Onlemde laboratuvar kaynakli
kontaminasyon riskini miimkiin oldugunca minimum diizeye indirmek amaci ile ¢alismada
kullanilan kemiklerin 6n hazirlik ve DNA izolasyon asamasinin antik DNA calismalari i¢in
0zel olarak tasarlanmis ve siki laboratuvar kurallart olan antik DNA laboratuvarinda
(Center for Geogenetics, Kopenhag Universitesi, Danimarka) yapilmasidir. Tiim bu
Onlemlere ragmen materyalin kendisinden kaynakli kontaminasyonun olabilecegi de bir
gercektir. Bunu minimize etmek icin ise DNA izolasyon isleminden once kemik
orneklerinin disg ylizeyi %10’luk hipokloritli bez ile silindikten sonra dis yiizeyleri
kazinarak uzaklastirildi. Daha sonra kemikler ince u¢lu matkapla toz haline getirildi.

DNA izolasyonu farkli zamanlarda iki kez gergeklestirildi. Her iki izolasyonda da
ayn1 kemik tozlar1 kullanildi ve negatif kontrol uygulamasi yapildi. Negatif kontrolde
izolasyon i¢in Orneklere yapilan tiim islemler uygulandi yalniz tiiplere kemik tozu
eklenmedi. Negatif kontrollerden elde edilen sonucglar bu asamada kontaminasyonun
olmadigini gosterdi.

Antik DNA oldukg¢a hasar gérmiis oldugu i¢in izolasyon asamasinda yiiksek sicaklik
veya kuvvetli deterjanlar gibi asir1 sert yontemlerden kacinmak gerekmektedir. Bu
uygulamalar DNA’nin serbest kalmasini saglayabilir ama antik DNA molekiiliine daha
fazla zarar verebilir (Rohland ve Hofreiter, 2007). DNA izolasyonu sonucunda elde edilen
DNA’nin miktarinin yanisira ¢ogaltilabilir olmasi ¢ok 6nemli bir husustur. Bu nedenle
DNA izolasyon islemi, PCR inhibit6rlerinin minimize edilmesi i¢in silika temelli yontemle
gergeklestirildi. Ayrica inhibitorlerin uzaklastirilmasinda etkili bir yontem olan DNA’nin
tuz c¢ozeltisi ile yikanmasi Onerilmektedir (Bourke ve ark. 1999). Bu calismada da
izolasyon agamasinda kolonlar tuz ¢ozeltisi ile yikandi.

[zolatlarin basarili bir sekilde PCR’da gogaltilabilmesi kalip DNA miktarmin dogru
belirlenmesini gerektirir. Bundan dolay1 calismada DNA miktar tayini ilk olarak
florometrik yontemle gerceklestirildi. Ancak kemik gibi 6rneklerden elde edilen izolatlarda
gerek bakteri DNA’s1 gerekse mitokondrial DNA varligindan dolay: elde edilen miktarlar
tam olarak genomik DNA miktarin1 yansitmadig: diigiiniilmektedir. Bu nedenle ¢alismanin
bir sonraki asamasina ge¢meden Once gercek genomik DNA miktarim1 belirlemek igin
qPCR yapildi.

Kontaminantlarin varligi PCR’1 inhibe edecegi i¢in izolatlarin sulandirilarak PCR’1n
gerceklestirilmesi ongoriilmektedir (Ricci ve ark. 2006). Bu nedenle qPCR analizinde her

ornek ic¢in iki farkli konsantrasyon hazirlandi. Calisilan 35 6rnegin iki izolasyonundan
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toplam 6 ornekte genotipleme i¢in uygun DNA miktar1 belirlendi. gPCR asamasinda bu
orneklerden FY-25’de direkt ve sulandirilarak (1/4 oraninda) yapilan PCR analizinde,
sulandirilmis 6rnekte DNA miktar1 0,022 ng/ul belirlenirken, direkt olarak konulan 6rnekte
0,003 ng/ul DNA belirlenmistir. Yine ayn1 sekilde, FY-12 6rneginde direkt olarak yapilan
gPCR’da 0,002 ng/ul DNA miktar1 belirlenirken sulandirilarak yapilan analizde 0,025
ng/ul DNA saptandi (Tablo 12). Diger orneklerde ise direkt ve sulandirilarak yapilan
gPCR sonucunda yaklasik aynt DNA miktarlar1 elde edildi. Bu da PCR analizlerinde
inhibitorlerin DNA’nin ¢ogaltilabilmesinde 6nemli bir rol oynadigini ve sulandirmanin
PCR’a pozitif etkisini ortaya koymaktadir.

Diisiik miktar DNA ile calisilirken (>100 pg) oOnemli risklerden biri tercihli
amplifikasyon (alel diismesi, allelic drop out) digeri ise stokastik dalgalanmalardir
(stochastic fluctuations). Bu sorunlarin istesinden gelmek i¢in LCN teknigi
kullanilmaktadir. Bu teknikte baglangic DNA miktar1 artirillamadigr igin standart
caligmalarda kullanilan PCR dongii sayis1 ve kullanilan taq polimeraz enzim miktarinda
artis yapilarak daha fazla PCR firiinii elde etmek amaclanir (Gill 2001; Gill ve ark. 2000).
Bu calismada da PCR dongii sayis1 4 basamak ve NGM SElect disindaki kitlerde taq
polimeraz enzim miktar1 yarim tnite (0,5 U) artirilarak PCR ¢alismas1 gergeklestirildi.
NGM SElect kitinde master miks igerisinde taq polimeraz modifiye edilmis oldugu i¢in
sonradan polimeraz enzimi ilave edilmedi. Tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik igin
yapilan ¢alismanin farkli zamanlarda, ayn1 ve/veya farkli kisiler tarafindan, ayni ve/veya
farkli bir laboratuvarda tekrarlanmasi ve ayni genotipin belirlenebildiginin gosterilmesi
gerekir. Ancak elimizde yeterli miktarda DNA izolat1 olmadigindan, tayin edilen lokuslarin
dogrulugu ticari kitlere ait ortak lokuslar {izerinden degerlendirildi.

LCN tekniginde kullanilan diger bir yontemde elekroforezde enjeksiyon siiresini
artirarak kapiler icine daha fazla 6rnek alinmasini saglamaktir. Bu uygulama, ¢ogaltilmis
DNA miktarina bagli olarak floresan 1stmanin artmasi ve piklerin ytiksekliklerinde (rfu) az
da olsa artis saglamaktadir. Bu ¢alismada NGM SElect ile yapilan yliriitmelerde enjeksiyon
zamani kit el kitabinda 6nerilen 5 saniyeden 8 ve 16 saniyeye yiikseltilerek gerceklestirildi.
Iki farkl1 (8 ve 16 saniye) enjeksiyon zamanina gore pik yiiksekliklerinde (rfu) % 80-114
oraninda artis saptandi.

Tiim drneklerin genotipleri Genemapper IDx programi kullanilarak belirlendi. FY-50
Orneginin qubit ile belirlenen DNA miktar1 2,22 ng/ul olarak belirlenmisken qPCR ile
insana ait DNA miktar1 0,005 ng/pl olarak saptandi. DNA miktarinin ¢ok diisiik olmasina
ragmen NGM SElect, Identifiler ve SGM Plus kitleriyle yapilan PCR analizlerinde birkac
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lokusta alel gozlendi. Aym1 O6rnegin Minifiler kiti ve Hexapleks ESS kiti ile yapilan
analizlerinden ise sonu¢ eclde edilemedi. PCR basarisindaki diisiik sonug¢ diisik DNA
miktar1 ve inhibitorlerin varligi ile agiklanabilir. Zira 100 pg’in altindaki DNA miktarlari
ile ¢alisirken bu beklenen bir sonugtur (Gill ve ark. 2000)

Ayni bireye ait femur kemiginden elde edilen ve sonuglar1 Tablo 13°de sunulan FY-
12 ve FY-50 ornekleri karsilastirildiginda; FY-12 6rneginden c¢ok daha diisik DNA
miktarina sahip olan FY-50 6rneginden (Tablo 11, 12) elde edilen PCR f{iriinii daha
fazladir. Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde bazi lokuslarda alelik kayiplarin
bulundugu, bazi lokuslarda uyumsuzluk oldugu, bazi lokuslarda ise ikiden fazla alel
saptandi. Alelik kayiplarin nedeni diisik DNA miktar1 ile agiklanabilir. Ancak
uyumsuzluklar ve ikiden fazla alel bu 6rnegin kontamine oldugunu gostermektedir.

Ayni bireye ait kaburga kemiginden elde edilen FY-26 ve FY-66 6rneklerinde; qPCR
miktar1 yliksek ornek olan FY-26’da SGM Plus hari¢ biitiin kitlerde tiim lokuslar elde
edildi. DNA miktarmin ¢ok diisiik oldugu (0,003 ng/ul) FY-66 6rneginde ise yalniz NGM
SElect ve MiniFiler kitleri ile yapilan PCR’1n oldukga basarili oldugu, Identifiler ve SGM
Plus ile ise ¢ok az lokusta ¢ogalma gozlenirken, Hexaplex ile hicbir lokusta ¢ogalma
gerceklesmedi. FY-66 Orneginin DNA miktar1 diisiik olmasina ragmen femurdan elde
edilen drneklere gore daha basarili sonuglar verdi. Bu durum kaburga kemiginde DNA nin
daha fazla elde edildigi bilgisini desteklemektedir (Lee ve ark. 1991).

FY-25 orneginde ise femur kemiginden elde edilen DNA’da yalniz Minifiler kiti ile
tam profil elde edilirken, Identifiler ile higbir lokusta alel belirlenemedi, diger kitlerle ise
bazi lokuslarda alel gozlendi.

FY-64 6rneginde ise patella kemiginden elde edilen 0,008 ng/ul DNA ile Hexaplex
ESS kitinde PCR’da ¢ogalma gozlenmemistir. Identifiler ve SGM Plus kitlerinde birkag
lokusta alel belirlenirken NGM Select ve Minifiler kitlerinde daha basarili sonuglar elde
edilmistir.

DNA miktarlart ¢ok yakin olan FY-12 (0,025 ng/ul) ve FY-25 (0,022 ng/ul)
ornekleri karsilastirildiginda; her ikisi de femur kemiginden elde edilmesine karsin FY-25
Ooregi kismen daha basarili sonu¢ vermistir. Her iki Ornektede qPCR analizinde
sulandirilarak yapilan PCR’dan sonu¢ alimmasi bu Orneklerde inhibitor varligini
gostermektedir. FY-25 6rneginde minifiler kiti ile tiim lokuslarda gogalma gbzlenmesine
ragmen; FY-12 orneginde sadece 4 lokusta ¢ogalma gozlenmistir. Bu da DNA miktar ile

iliskili bir ¢ogalma olmadigin1 géstermektedir.
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Hexaplex ESS Kkiti ile tiim 6rneklere 3 farkli PCR uygulanmasina ragmen sadece en
yilksek genomik DNA’ya sahip FY-26 Orneginde tiim profil elde edilirken FY-25
orneginde 2 lokusta alel gozlendi.

Orneklerden elde edilen sonuglar lokuslar agisindan degerlendirildiginde:

En yiiksek genomik DNA’ya sahip 6rnek olan FY-26’da Minifiler kiti ile tiim lokuslar elde
edildi ancak D16S539 lokusunda heterozigot pik dengesizligi gdzlendi.

Aynmi ornekte Identifiler kiti ile elde edilen lokuslarda alel kaybi, alel eklenmesi veya
heterozigot pik dengesizlikleri gozlenmedi. Yalnizca D18S51 lokusunda alel elde
edilemedi.

FY-26 ornegi i¢cin SGM plus kiti kullanilarak elde edilen lokuslar degerlendirildiginde;
Identifiler kitinde oldugu gibi sadece D18S51 lokusunda alel elde edilemedi. Diger
lokuslarda alel kaybi, alel eklenmesi veya heterozigot pik dengesizlikleri gozlenmedi.
FY-26 oOrnegi icin NGM Select kiti degerlendirildiginde; tiim lokuslarda alel elde
edilmesine ragmen minifiler kitinde oldugu gibi D16S539 lokusunda pik dengesizligi
gozlenmektedir. Ayrica D8S1179 lokusu, D2S1338 lokusu ve en biiyiik lokus olan SE33
lokusunda da pik dengesizlikleri g6zlenmektedir.

FY-26 6rnegi ile ayn1 kemik drnegine ait ve ¢ok diisiik DNA miktarina (0,006 ng/ul) sahip
olan FY-66 orneginde Identifiler kiti ile ¢ogaltilan D8S1179 lokusunda 3 alel gozlendi.
FY-26 ornegindeki tiim kitlerde amelogen lokusunda X ve Y alelleri gézlenmesinden yola
c¢ikarak bu kitle yapilan ¢aligmada amelogen lokusunda Y alel diigmesi oldugu sdylenebilir.
Ayrica FY-66 Orneginde Minifiler kiti ile elde edilen amelogen lokusunda X aleli
diismiistiir sadece Y aleli gozlenmektedir. SGM Plus ile yapilan ¢alisma sonucunda elde
edilen piklerin rfu degerleri 110 rfu’dan diisiiktiir bu kit X ve Y alelini belirlemesine
ragmen pik dengesizlikleri mevcuttur. Ayni 6rnek icin NGM Select kitinde de X alelinin
diistiigli gdzlenmistir.

FY-50 orneginde Identifiler kiti kullanilarak yapilan analizde 4 lokusta (D13S317
D7S820, D2S1338, D18S51) hig alel gézlenmezken D3S1368, D19S433, THO1 ve vVWA
lokuslarinda birden fazla alel gézlendi. DNA miktar1 oldukga diisiik olan bu drnekte elde
edilen lokuslarda birden fazla alel olmasi, kontaminasyon riskinin yani sira ¢ok kiigiik
pargalara ayrilmis DNA’nin varligini da ortaya koyabilir.

FY-50 6rnegi amelogen lokusu agisindan degerlendirildiginde SGM Plus kiti ile elde
edilen lokusta X alelinde diisme gdzlenmektedir. Lokusta sadece Y lokusu goriilmektedir.
FY-50 oOrneginde NGM Select kiti ile D2S1338 ve D21S11 lokuslarinda alel

gbozlenmezken cinsiyet lokusunda dengeli pikler goriilmektedir. FY-50 ile ayni kemik
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materyalinden kaynaklanan ve FY50’ye gore daha fazla DNA miktarina sahip olan FY-12
orneginde amelogen lokusu, NGM select kiti ile yapilan genotiplemede sadece X aleli
gozlenirken Minifiler ve SGM Plus kitinde XY olarak goriilmektedir.

Alonso ve arkadaslarinin, AmpfISTR Profiler™, AmpfISTR Profiler Plus™, ve
AmpfISTR COfiler™ ve PowerPlex™ 16 STR kitlerinin performansini1 degerlendirmek
icin, 8-50 yillik kemik ve dis 6rnekleri ile yaptiklar: ¢alismada Quantiblot sistemi ile DNA
miktar tayini yapilmis ve yalmz dis 6rneklerinde insan DNA’s1 tespit edebilmislerdir.
Ancak kemik orneklerinde yaptiklar1 STR analizleri sonucunda PowerPlex™ 16 STR ve
AmpfISTR Profiler™ Plus kitleri ile basarili sonuglar elde etmisler. Elde edilen DNA’nin
kalitesinin dislerde en fazla oldugunu uzun kemiklerde ise kaburga ve kafatasina gore daha
fazla oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada ise kaburga kemiginden elde edilen DNA
miktar1 (0,059 ng/pul) diger insan DNA’s1 belirlenen orneklere gére daha fazla tespit edildi
ve tiim kitlerle yapilan analizlerde basarili sonuglar elde edildi. Femur kemiginden elde
edilen DNA miktarlart (0,025-0,022 ng/ul) diger orneklere gore ¢ok diisilk olmamakla
birlikte inhibitdr varligindan dolayr STR calismasinda kaburga kemigi kadar basarili
sonuglar gozlenmedi (Alonso ve ark. 2001).

Harder ve ark. (2012), eski iskelet kalintilarin1 kullanarak multiplex PCR’da hangi
kitin daha iyi sonuglar verdigini belirlemek i¢in 9 adet ticari kiti (PowerPlex 16, 16HS, ES,
ESI17, ESX17, S5, AmpFISTR® Identifiler®, AmpFISTR® NGM™ ve SkEfiler)
karsilastirmistir. Calismada materyal olarak ge¢ ortacag doneminden (12. ve 13. Yiizyil)
kalmis olan ve Berlin havaalan1 insaatindaki kazidan elde edilmis insan kalintilari
kullanmiglardir. Elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, cinsiyet lokusu ve heterozigot
alellerin tespit edilme orani acisindan ESI, ESX ve NGM kitlerinin en iyi sonuglar
verdigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise kullanilan kitler arasinda en basarili sonuglar
Minifiler ve NGM SElect kiti ile elde edilmistir. STR sistemlerinde basarili olarak
tiplendirilen genetik isaretleyicilerin orani, S5 i¢in %52 iken ESI, ESX ve NGM i¢in %50-
53 arasinda hesaplanmistir. Hesaplama agirlikli olarak elde edilen genetik isaretleyicilerin

50-200 bg arasindaki mini STR’ler i¢indir.

Bu calismada ise c¢alismada kullanilan farkli DNA miktarina sahip ornekler
tizerinden kit basarisi; pik yiiksekligi 54 rfu’nun {zerinde belirlenen aleller, pik
dengesizlikleri de goéz Oniinde bulundurularak Tablo 16’da Ozetlenmistir. Buna gore
calismada kullanilan kitlerden FY-12 6rnegi i¢in, Minifiler kiti %33.3 ve NGM SElect kiti
%17,6 basarilt bulunmustur. FY-50 6rnegi icin; NGM SElect kiti %41,1, FY64 6rnegi igin;
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NGM SElect kiti %58.8, Identifiler kiti %31.25 ve Minifiler kiti %22.2 oraninda basarilt
bulunmustur. FY-25 6rnegi icin; hexaplex kiti %28.5, minifiler kiti %22.2 ve NGM SElect
kiti % 17.6 oraninda bagarili bulunmustur. FY-66 6rnegi icin, NGM SElect kiti ile %58.8
ve Minifiler kiti ile %55.5 oraninda basar1 saptanmistir. En yiiksek DNA miktaria sahip
ornek olan FY-26 6rnegi igin ise; Minifiler kiti %88.8, NGM SElect kiti %88.2, Identifiler
kiti %87.5, Hexapleks kiti %71.4 ve SGM Plus kiti %63.6 oraninda basarilt bulunmustur.
Calismada basar1 oranmi agisinda daha iyi olan AmpF{STR® NGM SElect™ Kkiti ile
elde edilen lokuslarin baz ¢ifti araligit FY-26 i¢in 86-409b¢, FY-12 igin 95-203b¢, FY-66
icin 90-300bg, FY-64 i¢in 90-309b¢, FY-25 i¢in 86-139 bg ve FY-50 igin 99-282b¢ olarak
belirlenmistir. En diisik DNA miktarina sahip ornekler olan FY-50, FY64, FY-66
orneklerine gore daha fazla DNA miktarina sahip FY-12 ve FY-25 orneklerinden daha
genis baz ¢ifti araliginda ¢ogalma gozlenmistir. Bu durum qPCR sonuglar1 goz oniinde
bulunduruldugunda FY12 ve FY25 orneklerinin sulandirilmig DNA miktarlarinin daha
yiiksek oldugu yani inhibitdr oraninin bu o6rneklerde fazla olmasi ile ilgili olabilecegi

diistiniilmektedir.

DNA miktar1 oldukca diisiik olan antik DNA ile yapilan STR ¢aligmalarinda
heterozigot pik yiksekliklerinde dengesizliklerin olmasi beklenen bir durumdur. Tablo
16°da gortildiigi gibi tiim kitler ve 6rnekler agisindan elde edilen lokus sayist NGM SElect
kitinin en basarili kit oldugunu gostermektedir. Oldukca degrade olmus antik DNA
calismalarinda yanlis homozigot sonuglardan kaginmak i¢in en az iki kit kullanilarak
calismanin dogrulanmas1 gerekmektedir (Alel diismesi). Ozellikle farkli sirketlerden
alimmis veya en azindan farkli primer dizinlerine sahip kitlerin tercih edilmesi gerektigi
vurgulanmistir (Harder ve ark. 2012; Delamoye ve ark. 2004). Bu ¢alismada kullanilan
kitlerdeki ortak lokuslardan elde edilen aleller FY-50, FY-12, FY-25 ve FY-64
orneklerindeki birkac lokus disinda diger tiim lokuslarda uyumlu olarak goriilmektedir.
Ayrica NGM SElect kitinde yer alan 5 adet non-codis mini STR (D22S1045, D10S1248,
D12S391, D1S1656 ve D2S441) lokuslari daha basarili sonuglar vermistir. Fondevila ve
ark. (2008), yanmig kemik 6rneklerinde yaptiklari ¢alismada NC01 (D22S1045, D10S1248
ve D14S1434) lokuslarini igeren kit ile oldukea basarili sonug verdigini bildirmislerdir.

Calisma sonuglarinin genel degerlendirmesi yapildiginda:
1.  Her 6rnek i¢in calisilan farkli kit ve aym ornege ait farkli izolasyon genotipleri

karsilagtirildiginda ortak lokuslarda ayni genotipin belirlenmesi sonuglara giiveni
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artirrken bazi lokuslarda alel diismesi, alel eklenmesi ve heterozigot pik
dengesizliklerinin goriilmesi antik DNA ile c¢alisilirken karsilasilabilen bir durum
olmasi nedeniyle sonuglarin ¢ok dikkatli yorumlanmasi gerektigini gostermektedir.
Calismadaki kemik orneklerinin yaklasik 3000 yil 6ncesine ait olmasi, 2002 yilinda
kazidan ¢ikarilmasi ve o tarihten itibaren oda kosullarinda saklanmasi goz oniinde
bulunduruldugunda, kemiklerin bozunma siirecinin uzun olmasi ve modern DNA ile
kontamine olma olasiliginin ¢ok yiiksek olmasi sonuglari olumsuz etkileyen énemli
etmenlerdir ve sonuglarin degerlendirilmesinde goz oOniinde tutulmasi gereklidir.
Kontaminasyondan kaginmak icin analizin her asamasinda siki dnlemler alinmasi
gerekmektedir.

Kemik gibi biiylik oranda degradasyona ugramis ve 6zellikle bu ¢alismada kullanilan
kemikler gibi herhangi bir adli vakada karsilasilandan daha fazla bozunmaya ugramis
olan orneklerde dahi ayrim giici oldukg¢a yiiksek STR sistemleri ile giivenilir
sonuglar elde edilebilecegini gdstermektedir.

Bu c¢alismada kullanilan kemiklerden genomik DNA elde edilebilmesi ve
cogaltilabilmesi ayn1 zamanda molekiiler arkeoloji bilimine de katki saglamaktadir.
Antik  DNA calismalarinda DNA’nin  ¢ogaltilmasindan  ziyade sonucun
giivenilirliginden emin olabilmek O©nemli bir husustur. Bu baglamda, kazi
alanlarindan 6rneklerin ¢ikarilmasi ve korunmasi konusunda arkeologlara ve kazida
calisanlara biiyiik gérevler diismektedir. Orneklere eldivensiz dokunulmamasi ve
orneklerin yitkanmadan soguk ortamda saklanmasi gibi konulara dikkat edilmesi

gerekmektedir.
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6. OZET

Farkli cevre kosullarina maruz kalmig ve zamanla postmortem bozunmaya ugramis
orneklerden DNA elde edilmesi ge¢misten giinlimiize aktarilan genetik bilginin
kullanimina olanak saglamaktadir. Adli genetik caligmalarinda, kemik ve dis gibi sert
dokulardan elde edilen DNA ile yapilan PCR ¢alismalarindan 6nce DNA miktarinin dogru
bir sekilde belirlenmesi ¢alismanin en kritik noktasini olusturmaktadir. Genetik profil elde
etmek icin gelistirilen ¢ok lokuslu ticari kitler; kullanim kolaylig1, otomasyona uygunlugu,
kisa zamanda ve tek bir PCR ile 15-16 DNA bdlgesini ¢ogaltmalar1 ve 6zellikle yiiksek
ayrim giicline sahip olmalart bakimindan tercih edilmektedir. Calismada, materyal olarak
secilen 2002 yilinda Van-Yoncatepe nekropolii kazisindan ¢ikarilmis 35 adet insan kemik
orneklerinde, genetik tiplendirmede kullanilan STR sistemlerinin (AmpF{STR®
Identifiler®, AmpF{STR® Minifiler™, AmpF{STR® SGM Plus®, Investigator™,
Hexaplex ESS, AmpF{STR® NGM SElect™) karsilastirilmasi, bu kitlerin oldukga
degrade ornekler i¢in uygunlugunun belirlenmesi ve en bagarili sistemin adli ¢aligsmalar
icin sunulmasi amaglanmistir. Kemik 6rneklerinden DNA izolasyonu silika temeline dayali
yontem ile gerceklestirilmistir. gPCR yontemi ile genomik DNA belirlenen 6rneklerde 5
adet STR Kkiti kullanilarak genotip tayini yapilmistir. Kullanilan 35 kemik 6rneginden 4
farkli bireye ait, iki farkli izolasyondan elde edilen 6 adet ornekte 0,005-0,059 ng/ul
genomik DNA belirlenmistir. Calismada kullanilan 5 adet ticari kit ile yapilan PCR
analizleri sonucunda elde edilen aleller pik dengesizlikleri ve rfu degeri géz Oniinde
bulundurularak degerlendirilmistir. Buna gore; AmpF{STR® NGM SElect™ kiti ile 6
ornekte, AmpF{STR® MiniFiler™ kiti ile S5 6rnekte, AmpF{STR® Identifiler® kiti ile 4
ornekte, AmpFLSTR® SGM Plus® kiti ile 3 ornekte, Investigator™ Hexaplex ESS kiti 2
ornekte giivenilir lokuslar elde edilmistir. Elde edilen bu lokuslar amplikon boyutu 86-409
b¢ araligindadir. Giivenilir lokus sayist ve baz ¢ifti aralif1 agisindan degerlendirildiginde
AmpFISTR® NGM SElect™ kiti tiim 6rnekler i¢cin daha fazla genetik bilgi vermektedir.
Bu calismada, yaklasik 3000 yillik kemikler kullanilarak yapilan STR analizleri ve
kullanilan yontemler bozunmus 6rneklerle, 6zellikle kemik drnekleriyle yapilan ¢aligmalar

acisindan adli bilimlere ve molekiiler arkeoloji ¢alismalarina dnemli katkilar sunmaktadir.
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1. SUMMARY

DNA recovery from samples that undergo postmortem decay, taken from different
environmental conditions enable the usage of genetic information from past. In forensic
genetics studies, determination of exact DNA amount which is obtained from hard tissues
as tooth and bone is the most critic part of study before PCR analysis. Commercial kits that
are used to obtain genetic profile are preferred because of their properties such as ease of
application, suitability of automation, amplification of 15-16 loci in a short time and one
PCR reaction, especially having a high discrimination of power. In this study, 35 human
bones that are taken from Van-Yoncatepe necropolis excavation were used to compare 5
STR systems (AmpF{STR® Identifiler®, AmpF{STR® Minifiler™, AmpF{STR® SGM
Plus®, Investigator™, Hexaplex ESS, AmpF{STR® NGM SElect™), in order to
determine availability of these kits for degraded samples and present the best system for
forensic studies. DNA extraction from bone samples were performed by silica-based
method. Genotype typing was made on the genomic DNA determined samples by using 5
STR systems. 0,005-0,059 ng/ul genomic DNA was determined in 6 samples that were
obtained from different extractions and 4 individuals in 35 bones. Obtained alleles were
evaluated by considering peak imbalances and rfu values. According to these evaluations,
the following AmpF{STR® NGM SElect™, AmpF{STR® MiniFiler™, AmpF{STR®
Identifiler®, AmpF(STR® SGM Plus®, Investigator™ Hexaplex ESS kits have shown
multiple reliable loci on 6, 5, 4, 3, 2 samples respectively. Amplicon sizes of obtained loci
were between 86-409 bp. AmpF{STR® NGM SElect™ kit gave more genetic information
in contrast with the other kits by considering the number of loci and base pair interval.

In this study, STR analyses on bones that are about 3000 years old and the used method
contribute greatly to molecular archeology studies and forensic sciences in terms of work

on degraded samples and especially bone samples.
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Ek 2. AmpFISTR® Identifiler® kiti ile ¢aligilan FY-5
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Ek 3. AmpFISTR® Identifiler® kiti ile ¢alisilan FY-66 6rnegine ait elektoferogram.
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Ek 4. AmpFISTR® MiniFiler™ kiti ile ¢alisilan FY-25 6rnegine ait elektoferogram.
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Ek 5. AmpFISTR® MiniFiler™ kiti ile ¢alisilan FY-26 6rnegine ait elektoferogram.

R

Fiud

50

11
HTT
12
1554

ELET)




Ek 6. AmpFISTR® MiniFiler™ kiti ile ¢alisilan FY-64 6rnegine ait elektoferogram.
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Ek 7. AmpFISTR® MiniFiler™ kiti ile ¢alisilan FY-66 6rnegine ait elektoferogram.
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Ek 8. AmpFISTR® SGM® Plus kiti ile ¢alisilan FY-26 6rnegine ait elektoferogram.
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Ek 9. AmpFISTR® SGM® Plus kiti ile galisilan FY-64 6rnegine ait elektoferogram.
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Ek 10. AmpFISTR® NGM SElect kiti FY-64 6rnegine ait elektroferogram (piklere ait
kutulardaki rakamlar yukaridan asagiya dogru; alel ismi, alel size ve rfu degerini
gostermektedir.)
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Ek 11. AmpFISTR® NGM SElect™ kiti ile ¢aligilan FY-66 6rnegine ait elektroferogram.

AT Faner
FY-66 93035 NGMSElect 1
[Comsms ] [ wwA 1 [ Dwmsss
70 140 210 0 35 420
540
380
180
o o _ ll —— 41
14 17 \ 8 ’ 18
99,86 175,91 239,62 300,15
656 199 56 161
15 13
1103,97| 1259,85
95 | 87
FY-66 93035 NGMSElect 1
C NN ozst | D
70 140 210 280 350 420
1200
800
400
0 L l | L
X 13 31.2
99,08 143,10 213,26
159 343 178I
Y 15 32.2
105,05 151,33 217,26
1204 255 102
FY-66 83038 NGMSElect 1
[ozzsioss IR [ 1vo1 |
70 140 210 280 350 420
390
- l
130
3 bl AL _L_ -
(12 ] 13 6 22
190,72 ‘141,25 187,32 251,28
500 384 128 IJ lzo0 = |
15 [15.2 8 5
199,86 '1151,10 195,40
1291 499 | 383 |
FY-66 93035 NGMSElect 1
[Dzsest T nasiiss | NN S
70 140 210 280 350 420
480
20
160
° pe A A N -  em— — T pr— -J‘ - e ——
11 15 15 18 | 16.3
86,86 1145,39)| 197,44 244,51 361,02
1488 1 601 | 378" 99 | 174 |
‘14 17 (22
99,00/ 153,64 260,15
(203 | (168 | 133




88

Ek 12. AmpFISTR® NGM SElect™ Kkiti ile ¢alisilan FY-12 6rnegine ait elektroferogram
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Ek 13. AmpFISTR® NGM SElect™ kiti ile ¢aligilan FY-50 6rnegine ait elektroferogram.
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Ek 14. AmpFISTR® NGM SElect™ kiti ile ¢aligilan FY-26 6rnegine ait elektroferogram.
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Ek 15. AmpFISTR® NGM SElect™ kiti ile ¢aligilan FY-25 6rnegine ait elektroferogram.
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EK 16. Digestion Cozeltisi Hazirlanigi

¢500 pl Triton X-100 %1

©480 ul 10 mM Tris (pH:8)

¢ 250 ul Proteinaz K (20 mg/ml)
maddeleri, 50 ml’lik falkon tiip i¢erisine aktarilir ve tizerine 0,5 M EDTA (pH:8)
¢ozeltisinden son hacmi 30 ml olacak sekilde ilave edilir. Karisim ¢alkalanarak homojenize
edilir.

EK 17. Calismada Materyal Olarak Kullanilan Arkeolojik Kemiklere ait Etik Kurul
Belgesi

TC
ISTANBUL UNIVERSITES

CERRAHPASA TIP FAKULTEST DEKANLIGT
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULY

Sayr ; 83045809/ 519 Tstanbut ..., oo oveie
Konu;

Sayin 12 1

Yilksek Lisan (jfr.Fulya Eylem YEDIAY
Fen Bilimleri Anabilim Dal

05 Subat 2013 tarihinde toplanan Fektkemiz Klinik Arestirmalar Etik Kurulunda degerlendirifip onay verilip
sorumlulugunuzda yiritblecek olan “Degrede Orneklerde AmpFSTR® Identifiler® MiniFiler™ ve Am pFISTR®

SGM Plus™ Sistemlerinin Kargilagtirimasi " bashkh calismanizin Bilimsel Aragtirma Projesi destedi onay yazisinn
bir Srmeginin kurulumuza iletilmesi  gerekmektedir,

Bilgilerinizi rica ederim.

Prof Dr.Fatig ALTINDAS
Klinik Aragtitmalar E&Kumlu Bagkam

| "

Not Yauilaryovzda yamizm gl ve saysunn belirtimes viea olunar. \)
tanbul {iniverstiest Cerrahpasn Tip Fakilies! 34303 Cerrahpasa/ISTANBUL,
Telefon 0 (312) 414 32 52 Dahili; 22300 Faks; 0(212) 632 00 40 -pintncetfesiliistantul edu i,

A




EK 18. Arkeolojik Kemikler i¢in Istanbul Arkeoloji Miizesi’nden alinan yurtdisi ¢ikis

belgesi.
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ISTANBUL
ARKEOLOJI
s MUZELERI

il T.C.
ISTANBUL VALILIiGi
. iL KOLTOR VE TURIZM MUDURLUGU
Istanbul Arkeoloji Miizeleri Miidiirliigii

Sayt  :92207046 - 155.11.01/2013 - 10lY

Konu : Analiz 0 2 Nisan 2013
ILGILI MAKAMA

iLGI: a)Bakanhgmiz Kiltiir Varliklar ve Miizeler Genel Miidiirliigiiniin
22.08.1994 tarih ve 6080 sayili yazisi.
b) Bakanligimiz Kiiltiir Varliklari ve Miizeler Genel Miidiirligiiniin
06.11.1995 tarih ve 8544 sayili yazisi.
¢) Bakanhgimiz Kiiltiir Varliklari ve Miizeler Genel Miidiirliigii niin 28.03.2013 tarih ve
61928 sayih yazisi ve ekleri.

figi (c) yaz1 ve eklerinde; Van Ili, Merkez Yukaribakragh Kdyil, Yoncatepe Kalesi ve
Nekropolii’nde 2002 yilinda yapilan kazilarda ortaya gikartilan insan iskeletlerinin, kazinin bilim kurulu
iiyesi Prof. Dr. Mehmet Yasar ISCAN tarafindan incelenmek iizere Van Miizesi Miidiirliigiinden gerekli
izinlerin alinmasi sonrasinda; istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Laboratuarina getirildigi, soz
konusu kemiklerin, istanbul Universitesi, Adli Tip Enstitiisi, Fen Bilimleri Anabilim Dal Yiksek
Lisans Programina kayitli, Fulya Eylem YEDIAY ve Yasemin DEMIRBAS isimli 6grencilerin tez
konulari ile ilgili olarak Prof. Dr. Eske WILLERSLEYV ile ¢alisma yapmak iizere ekte listesi verilen 35
adet insan kemigi pargalarinin gen analizlerinin yapilmasi igin “Ancient DNA Laboratory, Center for
Geo Genetics, Natural History Museum of Denmark, University of Copenhagen, Denmark” Fulya
Eylem YEDIAY ve Yasemin DEMIRBAS beraberinde Danimarka’ya gotiiriilmek istendiginin
belirtildigi, galismanin sonrasinda kemik pargalarinm, [stanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii
Laboratuarina getirilecegi belirtilmektedir.

flgi (c) yazda dokiimii verilen; Yoncatepe Kalesi ve Nekropolii’'nde 2002 yilinda yapilan
kazilarda ortaya gikartilan, 1 plastik kutu igerisindeki 35 adet zarf iginde bulunan insan kemiklerine ait
rnekler Miidiirliigiimiiz uzmanlarinca agikta goriilerek tek tek incelenmis ve 2863, 3386 sayil yasalar
kapsamu diginda ilgi (a) ve (b) yazilar1 kapsamina giren malzeme 6zelligi tasidiklari anlagiimistir.

Sz konusu drnekler 37x23.5x16cm. Slgiilerinde 1 plastik kutu igerisine konulup baglanarak
Miizemiz miihrii ile miihiirlendikten sonra Danimarka’daki “Ancient DNA Laboratory, Center for Geo
Genetics, Natural History Museum of Denmark, University of Copenhagen, Denmark” DNA
Laboratuari ve Geo Genetik Merkezinde analizlerinin yapilabilmesi igin beraberinde gdtiirmek iizere
Fulya Eylem YEDIAY ve Yasemin DEMIRBAS’a teslim edilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini arz / rica ederim.

Eki: 1 Yazi 6rnegi ve ekleri
1 Komisyon Raporu
1 Adet Kapali Miihiirlii Plastik Kutu

/mfh?a
Istanbul Arkeoloji Mazeleri Madarlaga 34122 Galhane - istanbul . Tel. (0212) 5207740 — 41. Mudar: 520 77 42 Fax: 527 43 00
e-mail: info@arkeoloji.gov.tr
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KIiSISEL BiLGILER

Adi FULYA EYLEM
Soyadi YEDIAY

Dogum Yeri ve Tarihi ADANA-17.06.1980
E-posta Adresi feylemy@amail.com
Cep Telefonu 0541 822 81 40

Is Adresi ve Telefonu

1.U. Adli Tip Enstitiisii Cerrahpasa Kampiisii 34303 Fatih
ISTANBUL, 0 (212) 414 30 00-22840

EGITIM BILGILERI

Derece Universite Boliim Yil
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Humboldt Universitesi-Institut fiir Pflanzenbauwissenschaften, Berlin-Almanya,
IAESTE Programi (The International Association for the Exchange of Students for
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