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OZET

YORULMAZ Sevgi. Cine-Tepecik Insan iskelet Kalintilarinin Arkeogenomik Analizi,
Yuksek Lisans Tezi, Ankara, 2019.

Antik DNA c¢alismalarinda son donemde artis gorulmektedir. Bu yeni c¢aligmalarla
incelenen arkeolojik insan topluluklarinin genetik yapilari, demografik bilgileri ve
¢agdaslari olan diger arkeolojik topluluklar ile olan iligkileri ortaya ¢ikariimaktadir. Bunun
yani sira arkeolojik ve antropolojik degerlendirmelerle belirlenmis olan eski insan
topluluklarinin i¢ dinamikleri hakkinda edinilen bilgilere de yeni ¢6zimlemeler

getirilmektedir.

Bu tez calismasinda Bati Anadolu’da yer alan Cine-Tepecik arkeolojik yerlesiminden gln
Isigina  c¢ikarilmig insan iskelet kalintilari  incelenmigtir.  Cine-Tepecik, Geg
Neolitik/Kalkolitik donemden itibaren Tung Cagina kadar kesintisiz kultlr tabakalarina
sahiptir, ayni zamanda yerlesmede Helenistik/Roma ddnemlerine tarihlendirilen mezarlar
da buunmaktadir. Bahsi geg¢en tabakalardan 10 birey arkeogenomik inceleme igin
secilmistir. 10 Bireyin tamamindan dis ornekleri, ayni bireylerin besinden de ayrica pars
petrosa kemikleri secilmistir. Bu orneklerden aDNA elde edinimi yapilarak, mitokondri
kalitsal yapisinda yer alan ve anasal soy hakkinda fikir veren HVRI ve HVRII bdlgeleri
analiz edilmis ve bu bireylere ait haplogruplar tespit edilmis ve bunlar yayinlanmis diger
antik topluluklara ait verilerle berbaber degerlendirilmistir. Ek olarak bireylere ait genomik
kutiphaneler olusturulmus tim genom analizleri yUratuimustir. Elde edilen tim genom
verileri, antik genom bilgileri yayinlanmis diger arkeolojik topluluklar ile karsilastirilarak,
Cine-Tepecik insan 6rneklerinin eski Anadolu ve Bati Avrasya populasyonlarindaki

konumu tartisiimigtir.

mtDNA analizleri ve tUm genom calismalari sonucunda dort drnekte haplogrup tayini
yapilabilmistir. Genom c¢aligmalarindan elde edilen veriler 1g1ginda 8 bireyin biyolojik
cinsiyetleri belirlenmigtir. Bes bireye ait PMD (6lum sonrasi baz degisimi) grafikleri
cizilmigtir. Bes bireyin dordinde otantiklik dizeyi gérulmuistir. Genom sonuglarindan
elde edilen PCA grafigine ve mtDNA haplogruplarina (J1d, H2 ve R) bakildiginda Cine-
Tepecik o6rneklerinin eski Anadolu populasyonlari ile genetik benzerlik gdsterdigi

gorulmustar.

Vi



viii

Anahtar Sozcukler: Molekuler Antropoloji, Guneybati Anadolu, antik DNA, mtDNA
Haplogruplari, Tum Genom.



ABSTRACT

YORULMAZ Sevgi. Archeogenomic Analysis of Cine-Tepecik Human Skeletal Remains,
Master Thesis, Ankara, 2019.

There has been an increase in ancient DNA studies recently. With these new studies,
the genetic structures, demographic information and relationships with other
archaeological communities of contemporaries are revealed. In addition to this, new
analyzes are introduced to the information obtained on the internal dynamics of the old

human communities determined by archaeological and anthropological evaluations.

In this thesis, human skeletal remains unearthed from the archaeological settlement of
Cine-Tepecik in Western Anatolia were investigated. Cine-Tepecik has cultural layers
covering the period from the Late Neolithic /Chalcolithic to the Bronze Age. It has also a
cemetery dated Hellennistic/Roman Period. Ten individuals were selected for
archaeogenomic examination. 10 dental specimens were selected from all individuals
and Pars petrosa bones were selected from five of the same individuals. By obtaining
aDNA from these samples, the HVRI and HVRII regions in the mitochondrial hereditary
structure, which gave an idea about the maternal lineage, were analyzed and
haplogroups of these individuals were identified and evaluated together with the data of
other published ancient communities. In addition, genomic libraries of individuals were
created and all genome analyzes were conducted. All genome data obtained were
compared with other archaeological communities with ancient genome information
published and the position of Cine-Tepecik human samples in ancient Anatolian and

Western Eurasian populations was discussed.

As a result of mtDNA analysis and whole genome studies, haplogroup determination
was made in 4 samples. In the light of the data obtained from genome studies, biological
sexes of 8 individuals were determined. PMD (postmortem damage) graphs of five
individuals were plotted. Authenticity was observed in four of five individuals. When PCA
graph and mtDNA haplogroups (J1d, H2 and R) obtained from genome results were
examined, it was seen that Cine-Tepecik samples showed genetic similarity with the

ancient Anatolian populations.



Keywords: Molecular Anthropology, Ancient DNA, Southwestern Anatolia, mtDNA
Haplogroup, Whole Genome
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GiRiS

Antropoloji calismalarinin odak noktasi insandir. insanin dili, kiltirl, morfolojisi ve
urettikleri Uzerine ¢aligmalar yapilir. Bu c¢alismalar doért temel baslhk altinda
toplanmaktadir; bunlar arkeoloji, lingustik antropoloji, sosyal antropoloji ve biyolojik

antropolojidir (Boaz ve Almquist, 2002).

Yasayan insan ve insan toplumlarinin gesitliligini tarihi bir butinlik iginde anlamaya
odaklanan biyolojik antropoloji de ¢alismalarini farkli alt dallara ayrilarak surdirmektedir.
S6z konusu olan bu alanlar Primatoloji, Paleoantropoloji, insan Biyolojisi, iskelet
Biyolojisi, Osteoloji, Paleopatoloji, Adli Antropoloji, Molekller Antropoloji (Molekuler
Biyoloji ve Genetik) olarak bilinmektedir (Stanford vd., 2011; Boaz ve Almquist, 2002).
Biyolojik antropolojinin nispeten yeni bir alt dali olarak ortaya g¢ikan biyoarkeoloji ise
arkeolojik topluluklarin demografik yapisini, beslenme ve saglik durumlarini
incelemektedir (Larsen, 2002; Lewis, 2009).

Son yillarda artan bir ivme ile ¢galismalarina devam eden molekiler antropoloji, insanin
genetik cesitliliginin temellerine dair ortaya cikardigi dogrudan verilerle biyolojik
antropoloji ¢calismalarina destek olmaktadir (Larsen, 2015; Stoneking, 2017). Molekuler
antropolojinin arastirdigr konular iginde modern insan ve insan olmayan primatlar
arasindaki genetik cesitliligin karsilastiriimasi ve dogrudan insana ait eski kalintilardan
genetik bilgi elde etmek yer almaktadir (Crawford, 2007; Stoneking, 1997; Stoneking,
2017; Paabo, 1999). Daha yakin zamanlarda gindeme gelen antik DNA (aDNA)
calismalari ise ortaya ¢ikardigi yeni bilgilerle insanin gegmisini anlama g¢abalarina yeni
bir boyut katmistir. Bu amacg dogrultusunda arkeolojik érneklerden DNA eldesi, ozellikle
1983 yilinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknolojisinin gelismesiyle 6nem
kazanmistir (Crawford, 2007). Ozellikle mitokondriyal DNA (mtDNA) ve Y kromozom
haplogruplari ya da gekirdek (nukleus) DNA’sI (nuDNA) dizileri analiz edilerek eski insan
topluluklarinda biyolojik yakinlik duzeyi belilenmeye ¢aligsiimig ve bireylerin genetik
karakterizasyonu yapilmaya baslanmistir (Bouwman vd., 2008; Deguilloux vd., 2014,
Gifford, 2013; Haak vd., 2008; Knipper vd., 2014; Lee vd., 2014; Ludes ve Keyser-



Tracqui, 2005; Nunez vd., 2012; Olalde vd., 2015). Antik DNA (aDNA) terimi diginda
Arkeogenomik ve/veya Paleogenomik basgliklari da bu yeni alanin tanimlanmasinda

kullaniimaktadir.

Eski insan topluluklarinin genetik cesitliligi Uzerine yakin zamanlara kadar yuruttlen
biyoarkeolojik incelemeler, arkeolojik topluluklardan ele gecirilen organik materyallerin
(dis, kemik vd.) morfolojik agidan incelenmesine ve degerlendiriimesine (osteolojik
analizler) odaklanmigtir. Ornegin dislerin boyut ve bigimleri arasindaki topluluk
dizeyinde veya alt gruplar arasinda goézlemlenen iliski, toplum icinde bireylerin biyolojik
yakinliklarinin Gzerine fikir yurGtilmesine yardimci olabilmektedir (Scott ve Turner I,
1997; Pilloud ve Larsen, 2011). iskelet morfolojisindeki degerlendirmeler (kraniyal ve
postkraniyal iskelete ait metrik ve non-metrik incelemeler), yuzin 6ne dogru yaptigi acit,
zygomatik kemik genisliginin yuzdeki orani (Eroglu, 2011), torus palatinus (Eroglu ve
Erdal, 2008), boy uzunlugu (Eroglu, 2011) gibi karakterler biyolojik yakinhdi (birgok
yayimda biyolojik uzaklik olarak da ifade edilmektedir) belirlemede kullanilan
Ozelliklerdendir (Eroglu, 2004, 2011; Eroglu ve Erdal, 2007). Tum bu morfolojik
Ozelliklerin gelisimi genetik altyapinin yani sira gevresel 6zelliklerin de etkisi ile iligkili
olabildiginden kesin sonuclar elde etmede guvenilir olmayabilir. Bu nedenle topluluk
icerisinde ve topluluklar arasindaki biyolojik yakinlik iligkilerini belirlemede daha dogru ve
kesin bilgi veren bir yontem olarak molekuler antropolojik c¢alismalar arastirmacilara
destek vermektedir (Brown ve Brown, 2011; Crawford, 2007; Klug vd., 2011; Ortner ve
Aufderheide, 2003; Stoneking, 2017; Eroglu ve Erdal, 2007; Eroglu, 2004, 2011).

Molekuler duzeydeki galismalarin bu kadar onem arz etmesi arkeolojik toplumlarin
demografik yapisini daha net bilgilerle ortaya cikariimasi igin de gereklidir. Arkeolojik
topluluklarin demografik yapisi, mezarlk icerisinde bulunan kadin, erkek ve gocuk
bireylerin sayilari tespit edilerek ve ayni zamanda mezar esyalari gibi kulturel
uygulamalar g6z o6nunde bulundurularak arkeologlar ve antropologlarin ortaklasa
calismalariyla mimkin oldugunca agiklanmaya calisilir. Bununla birlikte eski nufus
yapisinin belirlenmesi birgok zorluk igerir. Ornegin, paleodemografik ydntemlerle cinsiyet
tahmininin bir takim sinirhliklar icermesi (6rnegin 15 yas alti bireylerde cinsiyet
tahmininin ikincil cinsiyet karakterlerinin tam olarak gelismemis olmasi nedeniyle net

olarak gerceklestirlememesi) molekuler antropolojik yaklagimlarin paleodemografiye



katki sunabilecegi alanlar yaratmaktadir (Byers, 2016). Ayrica, cesitli arkeolojik
kontekslerden elde edilen kemik orneklerin kirilgan dogasi nedeniyle ¢ogu zaman
parcali ya da eksik sekilde ele gegmesi de paleodemografik yapinin insasinda
sinirlamalar ortaya koyar ve molekuler antropolojik tekniklerin kullanilabilecegi alanlar

yaratir. Bu nedenle de molekuler dizeydeki ¢alismalar daha da 6nem kazanmaktadir.

Molekuler duzeyde yapilan galigmalarda, arkeolojik topluluklarin gunimuz toplumlarina
genetik yakinliginin incelenmesi ve donemdaslari olan topluluklar ile iligkilerini belirlemek
mumkin hale gelmistir. Buna ek olarak paleolitik donemlerde yasamis tarler
(Neandertaller, Denisovanlar) ile yine paleolitik donemde yasamis anatomik agidan
modern insan arasindaki genetik iligkiler, ayni zamanda tum bu eski soylarin ginumuz
insan toplumlariyla genetik yakinliklari/benzerlikleri de caligiimaktadir (Gomez-Robles,
2019; Reich vd., 2010; Skoglund ve Mathieson 2018). Antik DNA c¢alismalarindaki bu
avantaj biyolojik yakinlik ve sosyokulturel yapilarin belirlenemedigi durumlarda eski
insan kalintilarinin kiglk bir parcasindan elde edilebilen veriler ile topluluk ve/veya
bireyler hakkinda bilgi elde edilmektedir (Gomez-Robles, 2019).

Eski insan topluluklarindaki en buyuk degisimlerden biri, yerlesik hayata gecis ve tarimin
baslangici, bir diger ifade ile Neolitiklesme strecidir (Childe, 1925; Larsen, 1995).
Dunyanin farkli bélgelerinde birbirinden bagimsiz olarak yasanmis olan bu streglerin ilki
Zagroslar, Levant ve Mezopotamya'yl kapsayan ve “Bereketli Hilal” adi verilen bodlgede,
gunimuzden yaklasik 12 bin yil énce adimlari atiimistir (Hillman, 1996). Son Buzul
Caginin pesi sira degisen bitki ortist ve iklim ile toplayicilik faaliyetlerinin bodlgede
yogunlasmasi ve nufusun giderek artmasi, binlerce yillik sire icinde tarimin/tarimci
kaltarin ilerlemesine ve uzak cografyalara cesitli yollarla ulasmasina yol actigi
dusundlmektedir. Tarima gegisin uzun zamana yayillmis bir sure¢ oldugu ise g6z ardi
edilmemelidir (Hillman, 1996; Baird, 2012). ilk yerlesik toplumlar uzun siire toplayicilik ve
avcilik yapmaya devam etmigler; agirlikla i1slah edilmig Grin ve hayvanlara dayanan
ekonomiler yerlesikligi takip eden bin yillar icinde ortaya ¢ikmistir (Sagona ve Zimansky,
2009). Burada, farkli bitki ve hayvanlarin da Yakin Dogu’nun farkli bdlgelerinde ortaya
ciktigini belirtmeliyiz. Ornegin domuz ve sigirin Glineydogu Anadolu’da, keginin iran’da,
koyunun Orta ve Guneydogu Anadolu'da evcillestirildigi yapilan arastirmalarla
gosterilmistir (Zeder, 2008). Yerlesik ve tarim yapan, kuguk kdyler biciminde yasayan

toplumlar Bereketli Hilal'de yayginlastiktan sonra, bu yasam bigimi Orta Anadolu’ya ve



Kibris’a glinimizden 11 ila 10 bin yil 6nce yayilmigtir (Ozdogan, 2011; Baird, 2012).
Tarimin, Bati Anadolu ve Avrupa’ya yayillmasi ise M.O. 7000’lerden sonra baglamigtir
(Ozdogan, 2011). Neolitik Doneme dair yapilan tartismalar, Avrupa’ya yayilma slrecinin
kultarel aktarim mi yoksa gé¢ yoluyla mi gergeklestigi Gzerine olmustur (Cavalli-Sforza,
1997; Ozdogan, 2011). Modern insan popilasyon genetigi verisiyle yapilmis
calismalarda, Anadolu’dan Avrupa’ya gecmiste yasanmis bir gogun izleri tespit edilmis
(Cavalli-Sforza, 1997), ancak bu calismalar kullanilan yontem ve c¢ikarimlar nedeniyle
elestirilmistir (Novembre ve Stephens, 2008). Bunlara ek olarak 2000’lerde antik mtDNA
arastirmalari, Orta Avrupa’da bulunan ilk ciftgilerin gunumuz Yakindogulular ile
benzerlik gosterdiklerini bulmustur (Haak vd., 2010). Malmstrom vd. (2009) mtDNA
calismasinda, isve¢'te bulunan ilk ciftcilerin ayni dénem Mezolitik (avci-toplayici)
gruplardan farkli genotipe sahip oldugu sonucuna varmistir. Yapilan bu calismalar ile
tarimin Avrupa’ya kulturel aktarim yolu ile degil go¢ yoluyla yayildigi duguncelerini
desteklenmistir. Lakin ¢calismalarin sadece mtDNA verileri ile yapilmis olmasi gé¢ eden
bireylerin kimligi ve gé¢ yogunlugu hakkinda yeterli fikir saglamamaktadir. mtDNA’'nin
tek bir lokustan olusmasi (ana soylu olmasi) ve rekombinasyon icermemesi nedeni ile
bireyin tUm genom bilgisinden kismen farkhlik (tarihsel olarak) gostermektedir (Reich
vd., 2010). Bu nedenle mtDNA’'dan elde edilen bu verilerin tim genom verileri ile de

kontrol edilmesi gerekmektedir.

Daha yakin zamanda yapilmig ¢calismalarda Neolitiklesmenin Avrupa’ya gé¢ ile mi yoksa
kdltirel aktarim ile mi? sorusunun yanitinin antik genomlar kullanilarak incelendigi
gorulmektedir (Lazaridis vd., 2014; Skoglund vd., 2014). Lazaridis ve Skoglund’in
c¢alismalarinda, Avrupa’dan Neolitik ve Mezolitik donemlerine tarihlendirilmis bireylere ait
orneklerden, yeni nesil dizileme yoluyla tim genom verisi Uretilmis ve bazi istatistiksel
yontemler uygulanarak ornekler kendi aralarinda ve modern bireylere ait orneklerle
kargilagtinimistir. Elde edilen sonuglar, Avrupa’da izleri bulunan ilk Neolitik gruplarin,
kendi aralarinda benzer, Mezolitik’den farkli olduklarini, ginimuz Avrupalilarinin ise bu

iki grubun bir karigimi olduklarini géstermektedir (Skoglund vd., 2014).

Antik genomlar kullanilarak yapilan c¢alismalar Anadolu cografyasinin eski insan
toplumlarinin ve kdalttrlerinin yayiliminda kilit noktada oldugunu goéstermistir. Nitekim

Ozellikle Avrupa’nin ilk ciftgi topluluklarinin  genetik kompozisyonunun daha iyi



anlasilmasi i¢in Bati Anadolu’da yer alan Ge¢ Neolitik ve Kalkolitik donem arkeolojik
yerlesmelerinden (Bargin Hoyluk ve Kumtepe) elde edilmis insan iskelet kalintilari
Uzerinde de ¢alismalar yapilmistir. Bu topluluklara ait antik DNA elde edilebilen bireylerin
genetik profilleri gikariimis ve Avrupa’daki Neolitik ¢iftcilerle genel benzerliklerinin oldugu
sonucuna varilmigtir (Mathieson vd., 2015; Hofmanova vd., 2016; Omrak vd., 2016). Bir
diger calismada ise Orta Anadolu’da yer alan Boncuklu ve Tepecik-Ciftlik Neolitik donem
topluluklarina ait bazi bireylerin genetik profilleri incelenmistir (Kiling vd., 2016).
Calismanin sonucunda, Avrupa’ya gé¢ eden tarimcilarin Orta Anadolu’da yasamis ilk
Neolitik tarimcilara benzedigini gosterilmigtir. Konuyla ilgili daha ileri analizlerde,
Anadolu’daki bu ¢alismalar ile Anadolu topluluklarinin birlikte ve yine birbirlerinden ayri
iki grup seklinde kiimelenen Giiney Levant ile iran’daki Neolitik Dénem topluluklarinin
uzaginda kumelendigini yapilan analizler ile gdésterilmistir (Kiling vd., 2017). Ayni
calismada, Bati Anadolu ve Kuzey Ege Neolitik donem topluluklarinin Orta Anadolu’dan
Batiya dogru c¢ok sayida goégun olabilecegini, Ege Bolgesinin ciftcilikle ugrasan
epipaleolitik topluluklarinin da olabilecegini gostermistir (Kiling vd., 2017).

Genom duzeyinde yapilan c¢alismalardan sonuglarin elde edilmesi ile birlikte
Anadolu’daki diger arkeolojik donemler i¢in de galismalara baglanmis ve bazi arkeolojik
toplumlarla ilgili calismalar da yayimlanmistir. Lazaridis vd. (2017) ¢alismasinda Ege
Bodlgesinde Tung Donemine tarihlendirilen, Miken ve Minos kulturlerinin yansimalarinin
goruldugu topluluklardan genetik veriler elde edilmigtir. Bati Anadolu, Yunanistan ve Girit
orneklerinden elde edilen bu veriler 1s1ginda Miken ve Minos orneklerinin genetik
benzerliklerinin oldugu, atasal soy olarak da Bati Anadolu ve Ege Neolitik giftgilerine
blylk oranda benzerlik gosterdikleri, ayni zamanda da iran ve Kafkas etkisinin de

oldugu sonucuna varilmistir (Lazaridis vd., 2017).

Yapilan tum c¢alismalar i1s1ginda, molekuler ¢aligmalarin sundugu imkanlarin 6nem arz
ettigi gorulmektedir. Molekller calismalar ile farkli arkeolojik dénemlere ait insan
kalintilarinin genetik profilleri ¢gikarilmaktadir. Elde edilen veriler ile topluluklarin kendi

iginde ve diger topluluklarla olan biyolojik yakinliklari belirlenmektedir.



1. BOLUM

KAVRAMSAL KURAMSAL CERCEVE

1.1. MOLEKULER ANTROPOLOJi

Molekuler antropoloji; Primatoloji, Paleoantropoloji ve demografi ile birlikte biyolojik
antropolojinin gelismekte olan bir alt dali olarak kabul edilmektedir (Stoneking, 2017).
Molekuler antropoloji yaklagimi, her birimizin atalarimizdan miras aldigimiz DNA'mizda
gecmisimizin bir kaydini tasididi gergegdine dayanmaktadir (Stoneking, 2017). Boylelikle
insanlar ve topluluklar arasindaki evrimsel iligkiler, topluluklarin gé¢ yollari, akrabalik
iligkileri ile toplumlarda rastlanilan enfeksiyonel hastaliklarin ortaya c¢ikisi ve yayilisi

¢6zumlenebilmektedir (Donoghue vd., 2015; Perrin, 2015).

Molekuler antropoloji calismalari |. Dlinya Savasindan bu yana antropoloji disiplini icinde
yer almakta ve antropolojinin sorularina molekuler biyoloji metotlari ile cevap bulmayi
hedeflemektedir (Griffiths vd., 2014). Gunumuzde molekuler antropoloji biyolojik
antropolojinin teorik arka plani ve uygulama kismi iyi gelismis alt dallarindan biri olarak
kabul edilmektedir (Stoneking, 2017). Son ddénemlerde Universitelerin antropoloji

bolumleri 6gretim programlarinda yer almaya baslamistir.

Molekuler antropolojinin veri kaynagi olan insan genomu iki farkli kisimdan olusur.
Bunlar gekirdek ve mitokondri genomudur. Cekirdek genomu, en kisasi 5x107 ve en
uzunu ise 26x107 nikleotit uzunlugunda, her biri farkli kromozomda yer alan 23
dogrusal molekiile (kromozoma) ayrilmaktadir. Genomda bulunan yaklasik 32x102
nikleotit 22 otozom ve iki esey (X-Y) kromozomun (izerinde yer alir. insan gekirdek
kromozomlarinda 35 bin gen bulunur (Brown vd., 2015). Diger taraftan mitokondri
genomu, hucrede bulunan ve mitokondri olarak adlandirilan enerji Ureten organelde yer
almaktadir. Coklu kopyalar halinde yerlesik olan mitokondri genomu 16,569 nukleotitlik
halkasal bir yapida bulunmaktadir. insan mitokondri genomu 37 gen icermektedir.

Erigkin insan bedenindeki ~10" hlcrenin her biri kendi genomunun kopyasina ve atasal



kopyalarina sahiptir (¢cekirdekten yoksun olan kirmizi kan hucreleri gibi sadece birkag

istisna hucre tipi disinda) (Brown vd., 2015).

Genomlarin igerigi ile igerigi olusturan yapilarin iglevsel yonlerinin belirlenmesi genomik
dizeyde analizler ile miUmkindir. Genomik analizlerde cesitli yontemler kullanilir;

biyoinformatik, karsilastirmali genomik ve fonksiyonel genomiktir (Griffiths vd., 2014).

Biyoinformatik, butin bir genom igerigindeki bilginin analizidir. Bu bilgi genlerin tiplerini,
sayllarini ve gen urUnlerini icerdigi gibi, fonksiyonel Urtnlerin dogru zamanda ve dogru
yerde Uretilmesine izin veren DNA ve RNA Uzerindeki baglanma bdlgelerinin tiplerini,

sayllarini ve yerlerini de icermektedir.

Karsilagtirmali genomik, evrimsel bakis acisiyla yakin veya uzak akraba turlerin
genomlarini géz 6ndnde tutar ve korunmus dizilerin gen fonksiyonunun analizinde

rehber olarak kullanilmasina olanak saglar.

Fonksiyonel genomik, artan gesitlilikteki metotlari kullanir, geri yonllu genetigi kapsar,

gen fonksiyonunu anlama ve biyolojik suregte etkilesen gen ve protein aglarini betimler.

Genomik dizilerin eldesi, dnce klgluk parcalara ayirma ve daha sonra da bu pargalari bir
araya getirilerek yapilir. Ancak antik DNA c¢alismalarinda elde edilmek istenilen DNA
zaten zaman igerisinde kugUk pargalara ayriimaktadir. Bu nedenle DNA eldesi
c¢alismalarinda fiziksel olarak veya kimyasal olarak parcalamay! hedefleyen uygulamalar
tercih edilmemektedir (Brown vd., 2015; Griffiths vd., 2014).

Genom dizisinin bir araya getirilip ortaya ¢ikarilmasi igin uygulanan strateji, tim genom
shotgun dizileme (WGS) olarak adlandirilir (Griffiths vd., 2014). Bu dizileme uzun
kromozom DNA’larinin ¢gok daha kisa segmentlere pargalanmasiyla olusturulmus gok
sayida genomik DNA segmentinin dizisinin saptanmasina dayanir. Yeni nesil WGS’ nin
hedefi, geleneksel WGS ile aynidir. Kontiglerin (Kontig: Bir kromozom bdlgesini
kaplayan ust Uste gakisan bitisik klonlarin genomik kutliphanesi) iginde bir araya
toplanabilen ¢ok sayida birbiri Ustline binen dizi okumalari elde edilir. Tum genom
shotgun dizileme de, ilk olarak dizi okumalari arasinda ust Uste binen 6zgun dizi, kontig

olusturmak igin kullanilir. Daha sonra iki u¢lu okumalar bogluklari baglamak ve kontigleri



skafoldlar olarak adlandirilan daha buyuk birimler halinde dizenlemek ve yonlendirmek
igin kullanihr (Griffiths vd., 2014).

Molekuler genetik ve molekuler antropolojinin interdisipliner ¢alismalarinda, otozomal
markerlar (belirtegler), kolajen genleri (COLIA2), SNPs, tandem repeatler (STRs ve
VNTRSs), telomerik dizilimler ve satellitler, retro elementler, RAPD (polimorfik DNA’nin
rastgele buyutulmesi), Y kromozom markerlari (haplogruplar), mitokondriyal DNA
belirtecleri kullaniimaktadir (Brown ve Brown, 2011; Crawford, 2007). Uygun olan
teknoloji ile ve ayni zamanda galismanin amacina uygun olarak érneklem ve belirtegler
secilerek, toplulugun demografik yapisi belirlenebilir, topluluk icerisindeki biyolojik soy
agdaci cizilebilir ve farkl topluluklar arasindaki biyolojik iligki kiyaslanabilir. Bu yontem ile
birey bazinda c¢alismalar yapilabildigi gibi populasyonlar arasinda da kiyaslamalar
yapilabilmektedir. (Brown ve Brown, 2011; Crawford, 2007; Paabo vd., 2004).

1.2. ANTIK DNA

Son yillarda molekuler duzeydeki incelemelerde/calismalarda eski insan topluluklarinda
yapilan antik DNA g¢alismalarinin on planda oldugu goérulmekte ve c¢alismalarin
hedeflerine gore yontem ve analizlerin farkhlik gosterdigi bilinmektedir. Paleogenomik
alaninda yapilan mtDNA analizleri ile topluluklarin go¢ yollarindan populasyonlarin
blyukligune kadar pek ¢ok bilgiye ulasilabilmektedir (Shapiro ve Hofreiter, 2014). Antik
DNA farkli kalitsal yapilardan elde edilebilir. Bunlar memeli hayvanlar igin mtDNA veya
otozomal DNA oldugu gibi, bitkiler igin ek olarak kloroplast DNA (ctDNA)’sI eldesidir.

insanda mitokondriyal DNA dairesel cift sarmal yapidadir. Yaklasik olarak 16,6 kb
uzunlugundadir ve 37 gen kodlamaktadir. i¢ kisimda yer alan halka hafif (Light,L) ve dis
kisimda yer alan halka agir (Heavy, H) olarak adlandirilir. Biri buyuk (16S) biri kiguk
(12S) olmak Uzere iki ribozomal RNA (rRNA) bdlgesi, 22 transfer RNA (tRNA) ve 13
polipeptit icermektedir (Wallece, 1994). mtDNA da kodlama yapmayan 1100 b¢’lik bolum
D-Loop (Displacement Loop) veya ileri degisken kontrol bdlgesi (HVR, Hyper Varieble
Control Region) olarak isimlendiriimektedir (Sekil 1), bu boélge iki kisimdan olusmaktadir;
HVRI (16024-16365) ve HVRII (73-340) (Anderson vd., 1981; Stoneking, 2017; Budowle
vd.,, 2003). Bu bolgelerde yer alan cgesitlilik populasyonlara 6zgudir ve bazi

mitokondriyal SNP’ler yuksek mutasyon oranlari ile aile dizeyinde de inceleme



bilmektedir. HVR Dbdlgeleri bireyler arasinda %3 farklilik gostermektedir (Stoneking,
2000). Polimorfizm duzeylerinin yuksek olmasindan dolayr HVR bdlgeleri bireylerde ve
populasyonlarda kiyaslanabildiinden aDNA calismalarinda ¢ok fazla kullaniimaktadir
(Hummel, 2003). Bu bdlgenin uzunlugu toplam mtDNA uzunlugunun kuguk bir kismini
iceriyor olsa da aslinda antik DNA c¢alismalarinda tek seferde amplifiye olmayacagindan
dolayr Ust Uste c¢akisan parcalara ayirarak c¢alismak tercih edilen bir yontemdir
(Bouwman vd., 2006; Dissing vd., 2007; Gao vd., 2007; Hummel, 2003; Krings vd.,
1997). insan mtDNA’sinin tam dizisi 1981 yilinda Anderson vd. tarafindan belirlenmistir.
ilk kez yapilan bu dizi, referans dizisi olarak kullaniimaya baglanmistir ve Anderson ya
da Cambridge Referans Dizisi (Cambridge Reference Sequence, CRS) olarak
isimlendirilmistir. Yapilan bu ¢alismada molekulin tum nukleotidleri numaralandiriimigtir
(Martinez, 2015; Gustafson, 2007; Hoptay, 2013; Hummel, 2003; Daskalaki, 2014). 1999
yiinda CRS dizini yenilenerek yayinlanmis ve rCRS (revised Cambridge Reference
Sequence) olarak isimlendirilmistir. Bu dizinin CRS den farki ise mtDNA dizisinde

dizeltilmis ve dogrulanmis 18 nukleotit iceriyor olmasidir (Andrews vd., 1999).

HVRI-II bolgelerinde mtDNA tamir mekanizmalari yer almadidi icin nesiller boyunca
mutasyonlari belirli oranda biriktirmektedir. Mutasyonlar, rastlantisal gergeklestiginden,
mtDNA’nin kodlama yapan ve yapmayan herhangi bir bolgesinde baz degigimlerine
neden olabilir. Olusan bu mutasyonlar, somatik doku hicrelerinde DNA mekanizmalari
ile onarilirken disi Ureme hucrelerinde meydana gelen mutasyonlar yeni nesillere

polimorfizm olarak aktariimaktadir (Wallace, 1994).

mtDNA’daki mutasyonlarin artisi ile ‘heteroplazmi’ adi verilen hem normal hem de
mutant molekulleri igeren hiucreler meydana gelir. Hetoroplazmik mtDNA'lar mitoz ve
mayoz bolinmeler sirasinda yavru hucrelere rastgele dagilirlar. Bu rastgele dagilim
sonucunda bazi hiucrelerde mutant molekul orani yiksek iken bazi hicrelerde de normal
molekullerin yuzdesi yuksektir. Bu yeni dagilim sonucunda olugan hucrelere de
‘homoplazi’ adi verilmektedir (Wallace, 1994). Heteroplazmi farkli gekillerde
gorulmektedir; homoplazmik mtDNA igeren hucreler olabilir, her bir mitokondri
homoplazmik olup farkli mtDNA igerebilir veya birbirinden farkli mtDNA tipleri iceren
mitokondriler olabilir (Lutz-Bonengel vd., 2004). Heteroplazminin goérilme sikhigi ve

dagilimi net olarak bilinmemekle beraber, her insanda bir miktar heteroplazminin oldugu



dusundlmektedir. Farkhi dokularda ve ayni dokunun farkh hucrelerinde dahi farkli
oranlarda heteroplazmi goruldugu arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Salas vd.,
2001; Rudin ve Inman, 2002; Bini ve Pappalardo, 2005).

mtDNA  dizilerindeki c¢esitliik cografi izolasyonun veya bariyerlerin  oldugu
populasyonlarda yuksektir. Bu varyasyonlar ilk olarak Asya, Avrupa ve Afrika’dan
toplanan 6rneklerin Hpal bolgelerine, RFLP analizi yapilmis ve analizin sonucunda etnik
ve cografi farkhlklarda korelasyonun oldugu gosterilmis. Dunyadaki 62 farkli
populasyondan 3065 mtDNA’da yer alan ve ylksek polimorfizm gdsteren Avall, BamHI,
Haell, Hpal, Hhal ve Mspl enzimleri ile restriksiyon boélgelerinin farkliliklari analiz edilmis
ve insan mtDNA cesitliliginin evrim strecindeki birka¢ temel ilkesi agiklanmigtir (Torroni
ve Wallace, 1994). Ozetle bunlardan bahsetmek gerekirse, ilk olarak mtDNA
mutasyonlari kusaktan kusaga aktarilirken birikim gosterir. ikinci olarak, bireylerin etnik
ve cografi kdkenleri ile mtDNA cesitlilikleri arasinda yiiksek korelasyon vardir. Ugiincii
olarak, mtDNA c¢ok az rekombine olur ya da hi¢ rekombinasyon gergeklestirmez.
Doérduncu olarak, insan mtDNA's! tek orijinlidir ve mtDNA agaci tek bir koldan kitalara
yayllim gosterir. Son olarak, bireysel populasyonlarda mtDNA dizi gesitliligi en ylUksek
Afrika populasyonlarinda gorulurken, sonrasinda Asya ve Avrupa populasyonlarinda, en
dusuk olarak da Amerika yerlilerinde gorulmektedir. Mitokondriyal DNA varyasyonlari
degerlendirildiginde insanin ilk olarak Afrika kitasina, sonrasinda Asya ve Avrupa
kitalarina, son olarak ise Amerika kitasina yayihm gosterdigi sdylenmektedir (Wallace,
1994).
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ATPase

1.100 bp

HVI HVII

16,024 16,365 73 340

Sekil 1: mtDNA bolgeleri (Stoneking, 2017), ileri degisken bolgeler HVR-1 (1) ve HVR-II (2) bolgeleri (Budowle vd., 2003).

mtDNA’nin maternal kalitim gostermesi, hicrelerde yiuksek kopya sayisina sahip olmasi,
rekombinasyonunun gergceklesmemesi ve mutasyon oraninin D-loop bdlgesinde yuksek
olmasi sebebiyle antik DNA calismalarinda 6nemli bir 6zellik tagimaktadir. Birgok dizi
polimorfizmi D-loop kontrol bdlgesinin mitokondriyal genomun baslangicina yakin
oldugunu gdéstermistir (Torroni vd., 1994). HVR bdlgeleri bireyler arasinda oldukca
degiskendir. Bireyler arasinda %3 farklilik gorulmektedir, yani bu rastgele secilen iki
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bireyin 100 b¢’'nin dgundn farkh oldugu anlamina gelmektedir. HVRI ve HVRII iginde
polimorfik bolgeler dizgin bir sekilde dagiimamistir, sicak bolgeler (hotspots)
gostermektedir. Bu bdlgelerde ortalamadan 10 kat daha fazla mutasyon birikimi
saptanmistir (Brown ve Brown, 2011; Crawford, 2007; Hummel, 2003). aDNA
calismalarinda, bu sicak bolgelerin en ¢ok hasar goren bdlgeler oldugu van Oven ve
Kayser (2008) tarafindan tespit edilmigtir. YUksek derecedeki polimorfik bolgeler,
bireylerin soyagacindaki yerlerini belirlemede kullanilabilmektedir. Bu durum populasyon

genetigi calismalari igin 6nem arz etmektedir.

mtDNA’nin farkl bélgelerinde yer alan mutasyonlara goére siniflandirilan her bir gesitlilige
haplogrup adi verilmistir. Haplogrup isimlendiriimesini sistematik olarak ilk kez Richard
vd. (1998) dnermistir. Ardindan ise van Oven ve Kayser’in (2008) yaptigi calismada tim
haplogruplari igeren phylotree soy agaci olusturulmustur. Bu haplogruplar, zaman
icerisindeki dagilimlarina gore populasyonlarin surekliligini ve gog¢ yollarini belirlemede
kullaniimaktadir (Brown ve Brown, 2011; Crawford, 2007). Mitokondriyal DNA
haplogruplari filogenetik olarak siniflandirildiginda cografik yayilimlarla degiskenlik
gosterdigi gorulmuas ve Afrikalilarin L, Asyalilarin B, Avrupa ve Bati Avrasyalilarin H, 1, J,
K, Amerikan yerlilerinin de A, B, C ve D haplogruplarina 6zgiun oldugu belirlenmistir
(Arias vd., 2018; Chen, Torroni ve Wallace, 1993,1994). Ancak zaman icerisinde kitalar
arasi ulasimin daha olanakh hale gelmesi ve kulturel etkilesimlerin artisiyla bu
haplogruplarda karisimlarin oldugu ve zaman igerisinde degisim gosterdigini de dikkate

almamiz gerekmektedir.

Haplogrup calismalari gunumuzde modern turlerin soy agaglarini, akrabalik iligkilerini,
gog yollarini belirlemede kullanilan etkili bir ydontemdir. Bunun yani sira son zamanlarda
gelisen teknolojinin sundugu imkanlar ve arkeolojik veriler Uzerinde yapilan ¢alismalarin
artistlyla da eski toplumlarda haplogrup c¢alismalarinin yapildigi gértulmektedir
(Weissensteiner vd., 2016).

Haplogrup calismalari igin oncelikle gerekli olan cgalisiimak istenilen materyalin DNA
kaynagidir. Bu kaynak, modern orneklerde kolaylikla elde edilse de arkeolojik orneklerde
elde edilebilirligi daha kisithidir. Antik DNA galismalarinda biyoarkeolojik 6rnekler veri

olarak kullanildigi igin DNA elde edilebilen materyaller iskelet, dig, koprolit, gegmise ait
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bitki ve tohumlar, mize Ornekleri olarak sa¢ ve deri, polenler ve korunmus yumusak

dokular ornek olarak verilebilir (Brown ve Brown, 2011; Ottoni, 2011).

FACE

Lo
L1

Sekil 2: Filogenetik agag (van Oven ve Kayser, 20019; Andrews, 1999). Sari cercevedeki haplogruplar Afrika orijinlidir. Mor gerceve
Afrika’dan cikis. Mavi gerceve, biyiik bir gogunlugu Asya topluluklarinda gériilmektedir. Kirmizi gerceve Avrupa topluluklarinda
gorilmektedir. M, N ve R den gelisen C, D, A, ve B haplogruplari ise yerli Amerikalilari temsil etmektedir.

mtDNA kimliklendirme g¢alismalarinda son derece yararli bilgiler icermektedir. HVRI ve
HVRII bolgelerinin kigluk boyutlu olmasi PZR amplifikasyonu icin idealdir. Bu iki
bolgedeki yUksek mutasyon hizlarinin olmasi ve tum genomun monoklonal olmasi,
kisileri kimliklendirmede kullanilan bir ydontemdir. Buna 6rnek olarak Rus Cari, Romanov
ailesinin son kusagini belirlemede STR lokuslarinin PZR ile tiplendiriimesinin ardindan
mtDNA haplogruplarina bakilip bireyler arasinda karsilastirma yapilmig ve bireylerin
kimliklendirilmesi gerceklestiriimistir (Gill vd., 1994; Ivanov vd., 1996; Caramelli vd.,
2007). Bir diger ornek olarak da, Keasthle ve Horsburgh (2002) yaptidi ¢alisma
verilebilir. Bu calismaya goére bir genelevde bulunan bebek iskeletlerinin buyuk bir

cogunlugunun cinsiyeti belirlenmis ve erkek oldugu tespit edilmistir.

Diger yandan kromozomal DNA c¢alismalarinda nukleer DNA analizleri 1985 yilina kadar

sadece taze ve ¢ok miktardaki ornekler ile pargacik uzunluk polimorfizm (RFLP) yontemi
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kullanilarak gahlgilmigtir. Kary Mullis'in PZR’yi tanimlamasi ile az miktardaki 6rneklerde
de DNA calismalari gerceklestiriimistir (Mullis vd., 1986; Mullis ve Faloona, 1987, Brown
vd., 2015). PZR, biyolojik érneklerdeki belirli bir DNA bdlgesinin miktarini sayica artirmak
icin kullanilan bir tepkime olarak bilinmektedir. PZR sistemine dayanan tum yontemler
araciligi ile sinirh miktarda veya degrade olmus orneklerde dahi (6zelliklede antik
ornekler) DNA c¢ogaltiimasinda basarili olunmustur (Rudin ve Inman, 2002). Diger
taraftan Jaffreys’in 1985 yilinda genomdaki tekrar bdlgelerinin kisilerde farklihk
gOsterdigini bildirmesi ile ilk kez adli olguda kimliklendirmede kullaniimistir (Jeffreys vd.,
1985; Saferstein, 2004). Genomda farkh tekrar bolgeleri mevcuttur. Bunlar basit dizin
tekrarlari olarak isimlendirilen minisatellitter (VNTR) ve mikrosatellitlerdir (STR).
Dinukleotid tekrarlarinin, aDNA tiplendiriimesinde uygun nukleer DNA dizinleri olmadigi
Ramos vd. (1995) calismalarinda gésterilmistir. Von Wurmb-Schwark vd., (2004) yaptigi
calismada STR analizlerinde kullanilacak olan antik DNA miktarinin 100 pg (pikogram)
olmasi gerektigi belirtmistir. Degrade olan antik dérneklerin STR ¢alismalarinda PZR’deki
donguleri goz onunde bulundurularak enzimlerin ve orneklerin konsantrasyonlarinin
ayarlanmasi, basarili olmayan calismalarda da optimizasyonun saglanarak yeniden
analiz edilmesi ve bu analizlerin dogru yorumlanabilmesi i¢inde uygun bilgisayar
yazilimlarinin kullanilmasi 6nerilmektedir (Schneider vd., 2004). Yapilan c¢alismalar
otozomal STR primerlerinin uzunlugunu azaltma yonunde gelismis ve kisa tekrar
bdlgeleri olarak isimlendirilen mini STR’ler elde edilmistir. Mini-STR’lerin uzunluklari gok
kisa oldugu icin kemik ve sag¢ gibi antik érneklerde kullaniimaktadir (Butler vd., 2003;
Coble vd., 2006; Opel vd., 2006; Pizzamiglio vd., 2006; Asamura vd., 2007a, Fondevila
vd., 2008). Degrade olmus antik érneklerin Y-STR bdlgelerinin analizleri i¢in de mini Y-
STR primerleri gelistiriimistir (Asamura vd., 2007b). Antik DNA galismalarinda elde
edilen parcalarin cok kisa olmasi nedeniyle analizlerde kullanilacak olan STR’lerin de
kisa boyutlarda olmasi gerekmektedir (Dixon vd., 2006). Genom duzeyinde bireyler
arasindaki baz farkhliklari belirli noktalarda yer alir ve tek nukleotid polimorfizmi (TNP)
(Single Nucleotide Polymorphism, SNP) olarak isimlendirilir. insanlarda hem niikleus
DNA'’sinda hem de mitokondriyal DNA'da milyonlarca SNP bulunur ve bunlar kigilerin
kimliklendiriimesinde (idendifikasionunda) kullaniimaktadir. SNP analizleri igin birgok
analiz yontemi vardir ve gunumuizde de teknolojinin ilerlemesi ile birlikte bu analizlere

yenisi eklenmektedir. SNP analizlerinde c¢alisiimasi hedeflenen bdlge STR
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analizlerindeki gibi 20-60 nukleotitden olusmaylp sadece bir nukleotitden
olusmaktadir.Bu nedenle analizler daha basarili sonug¢ vermektedir. Arkeolojik insan
kalintilari degradasyona acik oldugundan diger yontemlerin yani sira SNP analizleri
kullanilarak da birey dizeyinde kimliklendirme yapilmaktadir (Hummel, 2003; Larcombe
vd., 2005; Fondevilla vd., 2008).

1.3. CINSIYET

Molekuler antropoloji galismalarinda cinsiyet, genom ¢alismalarinda elde edilen cinsiyet
kromozomlarinin varhgi ile tespit edilmektedir. Biyolojik cinsiyeti belirlenen bireylerde
demografik yapidaki rollerinin anlasiimasinin yani sira bu kromozomlardan yola ¢ikarak

gocler Uzerine de yorumlar yapilmaktadir.

Antropoloji ¢calismalarinda bir toplulugu degerlendirebilmemiz ve toplulugun demografik
yapisini ortaya ¢ikarabilmemiz icin bazi bilgilere (yas ve cinsiyet gibi) ihtiya¢c duyariz ve
bunlar arasinda en 6nemlilerinden biri de bireylerin cinsiyetidir. Antropolojik analizler ile
bireylerin yasi ve cinsiyeti belirlene bilmektedir (Ubelaker vd., 1989). Ancak iskelet
kalintilarinin eksikligi ve tahribati gibi nedenlerden 6turu bireylerin cinsiyeti hakkinda bir
bilgiye ulasmak bazen mumkun olmamaktadir. Bu durumlara ikincil gdmuler sonrasinda
iskelet parcalarinin bir bitin halde tasinmamasi, kazalar ve kotu hava sartlari
sonucunda kemiklerin iyi korunmamasi ornek olarak verilebilir. Bu gibi durumlarin yani
sira ¢ocuklarda ve bebeklerde ikincil cinsiyet 6zellikleri gelismediginden dolayi cinsiyet
tayini yapmak pek mumkun olmamaktadir. Antropolojik yontemler ile belirlenen cinsiyet
tahminleri gevresel etkenlere maruz kalma ve bireyin iglevselligi nedeni ile her zaman
biyolojik cinsiyet ile ayni olmamaktadir. Tum bu durumlar g6z O6nunde
bulunduruldugunda biyolojik cinsiyeti tespit edebilmek igin molekuler ydntemlerin
kullaniimasi gerektigi yoninde arastirmacilar hem fikirdir.

Molekuler teknikler ile ilk cinsiyet tayini Y kromozomuna 6zgun bolgelerin ¢ogaltiimasi ile
olmustur (Hummel ve Herrmann, 1991, 1994). ilerleyen dénemlerde ise her iki cinsiyet
kromozomunda (X ve Y kromozomu) da yer alan ve farkh uzunlukta olan amelogenin
lokuslari kullaniimaktadir. Amelogenin lokusu X kromozomunda 6 b¢ kadar daha kisadir.
Yapilan analiz sonucunda digi bireylerde sadece bir deger seklinde gorulirken, erkek
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bireylerde iki birim bigiminde gbézlenmektedir. Ancak bu yontem bazi sorulara net olarak
cevap vermemektedir. Antik DNA orneklerinde kisa pargalar goruldugu kadar kaybolan
olan bolgelerin varligi da bilinmektedir. Bu nedenle tek kopya sayisindan dolayi
amelogenin bolgesi cinsiyet tayininde basarili bir yontem olarak kabul edilmemektedir.
Yani erkek bireylerdeki amelogenin bdlgesinin bir sebeple tahrip olmus olmasi o bireyin
cinsiyet tayininde hata yapmaya sebebiyet vermektedir. Amelogenin bdlgeleri ile birlikte
hem X hem de Y kromozomlarinda bulunan alfoid tekrarlari kullanilarak cinsiyet tayini
gerceklestirimektedir. Y kromozomunda cinsiyet tayinini saglayan bir bodlge (Sex-
determining Region of Y chromosome, SRY) yer almaktadir. Bazi arastirmacilar
tarafindan SRY bodlgeleri icin primer dizaynlari onerilmigtir ve giniumuzde de yenileri
yapilmaya devam etmektedir (Drobnic, 2006). Bu bolgelerde yapilan ¢alismalar biyolojik
cinsiyetin tespitinin yani sira gonozomal STR ve SNP bdlgelerine de sahip olduklari igin
bireylerin kimliklendiriimesine ve babasoylu go¢ yollarinin da belirlenmesine katki
saglamaktadirlar (Butler, 2005). Y kromozomu sadece babadan kalitilirken, mtDNA
sadece anneden aktariimaktadir. Bu iki bolgede bir dnceki kugsagin genetik 6zelliklerini
tasir ve mutasyon noktalarini biriktirerek sonraki kusaklara aktarir. Bu bolgelerde yapilan
analizler genotip duzeyinde degil haplotip dizeyinde gerceklesir. Bireyler tek alel
icermektedir (Butler, 2005). Bireyin DNA dizisinde yer alan polimorfizmler ‘Haplotipler’,
polimorfizmlerin iliskili oldugu (haplotiplerin) gruplar da ‘Haplogruplar’ olarak
isimlendirilmektedir. Haplogruplar genetik poptlasyonlari tanimlamak igin kullanilir (Klug-
Cummings, 1990; Jones, 2007). Mitokondriyal DNA ve Y kromozomlarinda bulunan bu
Ozellikler kusaklar boyunca degisime ugramadan aktarilmaktadir (mutasyonlar harig). Bu
Ozellik sayesinde insan hareketliligi Gzerine galismalarinda topluluklarin anasoylu ve
babasoylu hareketlerini takip etmek ve evrimsel surecte insanlarin dunyaya
yayilimlarinin hangi rotalar Gzerinde oldugunu belirlemek miumkundur (Cavalli-Sforza ve
Feldman, 2003). Bu bodlgelerde birey bazindaki degisimleri de saptamak mumkuindur.
mtDNA icin SNP’ler, Y kromozomu ic¢in de Y-STR ve Y-SNP’ ler analiz edilebilmektedir
(Butler, 2005).

Y kromozomlari ayni soydan gelen tum erkek bireylerde ayni genetik yapiya sahiptir. Y
kromozomunda bireylerin kimliklendiriimesi gereken galismalar yapilirken Y-STR ve Y-
SNP boélgeleri 6nem kazanmaktadir. Bu bolgeler bireyler arasindaki farkhliklari verdigi

icin kimlik tespitinde kullaniimaktadir. Arkeolojik insan kalintilarinda babalik olgularinin
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¢ozimlenmesinde Y kromozomu calisiimaktadir. Evrimsel slrecte go¢ yollari
arastirilirken Y-SNP’ler haplogruplar arasindaki farkliliklari tanimlamada daha uygun bir
analiz yontemi olarak kullanilirken Y-STR’ler de haplogruplar igerisindeki yakin iligkili
verilerin analizinde kullanilmaktadir (Underhill vd., 1997; Cinnioglu vd., 2004). insan
evrimi ¢calismalarinda ve modern insanin gog¢ yollarini belirlemede yuratulen galigmalar

tek nukleotit polimorfizmi ¢alismalari ile de yapiimaktadir.

1.4. ANTIK DNA’DA KULLANILAN BiYOARKEOLOJIK MATERYALLER

Antik DNA calismasinda kullanilan biyoarkeolojik materyaller arasinda; dis, kemik,
korunmus yumusak dokular (deri, kil), koprolit, polenler, bitki tohumlari ve hayvanlara ait

cesitli dokular sayilabilir.

Arkeolojik dis ornekleri kemige gore daha az kontamine olmaktadir (Gilbert vd., 2005).
Dis orneklerinden nukleer DNA eldesi daha yuksek duzeydedir. Daha basarili
amplifikasyonlar elde edilebilir (Ricaut vd., 2005; Meyer vd., 2000). Nelson ve Melton
(2007), 116 iskelet Uzerinde yapmis oldugu calismada dis O&rneklerinin femur

orneklerine gore daha yuksek oranda (%90) DNA sagladigini gostermistir.

Dis temel olarak ta¢ ve kok olmak Uzere iki temel yapidan olugmakla birlikte, mine,
dentin, pulpa ve sement olarak adlandirilan doku tiplerini de igermektedir. Mine dokusu
tacin gorunen kismini kaplamaktadir. Disin en sert dokusunu mine tabakasi
olusturmaktadir. Bu da dis etkenlere karsi disi korudugu anlamina gelmektedir. Mine
tabakasinin %97’si inorganik maddelerden olusmaktadir ve hidroksiapatit icerir. Bu
inorganik yapi sayesinde de DNA daha iyi bir sekilde koruna bilmektedir. Mine
tabakasinin altinda bulunan bir diger sert doku ise dentintir. Dentin, mineye nazaran
daha yumusak olsa da kemik dokularindan daha fazla kalsiyum fosfat (%75) ve daha az
kolajen (%18) igerdigi igin daha sert yapidadir. Sement tabakasi ise digin kok yuzeyini
orten ¢ok ince bir yapidir. Dig 6zu olarak isimlendirilen pulpa igerisinde kan damarlari ve
sinirlerden olusan yumusak bir doku yer almaktadir (Scott, 2008). Bu yapi molekuler
antropoloji ¢calismalarindaki en énemli kisimdir. Pulpa igerisinde genetik materyal bolca
bulundugu gibi disin konumunda da en sakli bolgede olmasi kontaminasyonu en dusuk
seviyede tutmaktadir. Disin bir diger avantaji ise ¢evresel faktorlerin optimize olmadigi
durumunda (sicakligin 4°C-37°C, nemin %20-%98, pH’nin 3,0-10,0 farkli oldugu) dahi
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disten elde edilecek DNA miktarinda ¢ok fazla bir degisiklik olmamasidir (Schwartz vd.,
1991).

Dis ornegi galgilirken toz haline getirme, kesme, dig kanali yoluyla pulpaya girme
yontemleri kullaniimaktadir (O’Rourke vd., 2000). Bu yontemlerden en iyi DNA eldesini
saglayan toz haline getirme yontemidir. Ancak kontaminasyona da en agik yontem
oldugu icin dikkatli ¢ahgiimal ve uygun materyaller kullaniimalidir. Dig tozunu elde
ettigimizde farkli renkler gozlemlenmektedir. Bu renk farkliliklari amplifikasyonun
basarisinin kiyaslanabildigi bir kriter olarak degerlendirimemektedir (Drancourt vd.,
1998). Dis genetik materyal acisindan kullanimi her ne kadar iyi bir 6rnek olsa da diste
bulunan patolojik olgular kontaminasyona sebebiyet vermektedir. Dolayisiyla saglam

disler secilmeli ve kdk kanallari kapali olan digler tercih edilmelidir (O’Rourke vd., 2000).

Kemik antik DNA caligmalarinda bir diger biyoarkeolojik 6rnek olarak kullaniimaktadir.
Hem kazilarda elde edilme orani hem de aDNA cgalismalarinda olumlu izolasyon ve
amplifikasyon sonuglarini vermesi kullanilabilir bir materyal olmasini saglamistir (Hoss
vd., 1996; O’Rourke vd., 1996). Tuross (1994) yapti§i calismada yumusak dokulara
kiyasla kemik orneklerinden daha fazla miktarda DNA elde edildigini desteklemigtir.
Nitekim son dénemde yapilan calismalarda bazi kemiklerin (Pars petrosa) belli
noktalarinin antik DNA elde edilebilirligi agisindan ¢ok daha verimli oldugu gosterilmigtir
(Pinhasi vd., 2018; Alberti vd., 2018).

Sungerimsi kemikte aDNA eldesi kompakt kemiklerden daha fazla oranda
gerceklegssede kontaminasyona daha acik oldugu yapilan ¢alismalar ile desteklenmistir.
Bu nedenle sungerimsi kemikler calismalarda tercih edilmemektedir (O’Rourke vd.,
1996; Lee vd., 1991). Fakat O'Rourke vd. (2000) calismasinda her ne kadar
kontaminasyona daha c¢ok acgik olsa da sungerimsi kemik olan kaburgalarin tercih
edilmesini dnermektedir. Bu tercihin sebepleri arasinda her birey igin fazla sayida
bulunuyor olmasi, muze ve arkeolojik koleksiyonlarda tercih edilmemeleri ile en az
morfolojik ve paleopatolojik 6neme sahip olmalari yer almaktadir. Kontaminasyonun igin
bir diger onemli kriter ise 6rneklerin saklanma durumudur. Hagelberg vd. (1991) yaptigi
calismada kemik orneklerinin korunumunun mikroskobik duzeyde 6nemli oldugunu ve

aDNA eldesi igin bu kriterin 6nemli oldugunu vurgulamigtir. Ayni c¢alismada
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biyoarkeolojik drneklerin yasi ile aDNA eldesinin dogrudan bir iligkisi olmadigi ve drnegin

saklanma kosullarinin etkili oldugu ifade edilmistir (von Wurm-Schwark vd., 2003).

Biyoarkeolojik materyallerin aDNA ¢alismasinda kullanimi i¢in dnemli olan bir diger kriter
ise patolojik 6neme sahip olan kemiklerdir. Bunlar ¢ok sik rastlanmayan ve rastlandigi
zamanda topluluk hakkinda birgok fikir verecegdi icin genellikle nadir parcalar olarak
tanimlanir ve buyuk bir 6zen ile korunurlar. Bu tir ornekler genetik analizlere tabi
tutulurken calismanin amacina dikkat edilmelidir. EGer patolojiye sebep olan bakterinin
veya diger mikroorganizmalarin evrimi c¢aligsilmayacak ise patoloji iceren ornekler

secilmemelidir. Aksi durum galismanin sonucunu olumsuz yonde etkileyebilir.

Kontaminasyona sebep olarak orneklerin korunumu da degerlendirilebilir. Kemik ve
cevre sartlarina bakildiginda kemik degradasyonu iki bi¢cimde gerceklesmektedir.
Bunlardan biri ¢evredeki mikroorganizmalar tarafindan hizh bir bicimde gergeklesir. Bir
digeri ise kimyasal olarak gerceklesir ve yavastir (Smith vd., 2003). Diyagenez
parametreleri 4 maddede ele alinabilir. Bunlar 6rnegin porozitesi (su alabilme
kapasitesi), kristalligin artmasi, histolojik bitiinliik ve kolajen icerigidir. ilk iki madde
kimyasal dayegeneze yol agarken diger ikisi biyolojik dayegenezin olusmasina yol agar
(Hummel, 2003).

Kemik yapisinda bulunan kolajen ve hidroksiapatit (HYA) arkeolojik kemik 6rneklerinde
onemli olan iki molekuldir. DNA hidroksiapatite baglanarak stabil bir sekilde korunur. Bu
nedenle de molekiler ¢calismada bu 6zellik dnemli bir kriter olarak degerlendiriimektedir
(Goétherstrom vd., 2002). Hidroksiapatitteki kristallesme DNA varlidi ile ters orantilidir.
Kristallesme arttikca DNA miktarinda azalma gorulmektedir. Kemigin  %70’ini
hidroksiapatit olugturur (hidroksilapatit Cai0(PO4)s(OH)2), %39,8 Ca (kalsiyum) ve %18,5
P’dir (fosfor) (Burton, 2008). Kalsiyumun kemikteki kaybi fosfordaki artis ile dengelenir.
Ca dis ortama verilirken P disg ortamdaki bagka bir element ile yer degistirir. Bu kimyasal
bozulma yetiskin-alti bireylere ait iskeletlerde yetiskin bireylere goére daha fazla
gerceklesmektedir. pH'In disuk oldugu ortamlarda mikrobiyal aktiviteler sonucunda
hidroksiapatit sulu asidik kalsiyum fosfat minerallerine donusur. Bu nedenle kazidan
toprak ornegi alinarak pH degeri belirlenir ve hasarin etkeninin toprak olup olmadigi
degerlendirilir. Hidroksiapatitin en kararh hali pH 7,8de dir. pH 6-7 arasinda

hidroksiapatit oktakalsiyum fosfata dénusur (Jackes vd., 2001). Cevrede bulunan su,

19



20

hidroksiapatitin pargalanmasinda en buyuk etkendir. Asidik topraklarda kemigin
yapisinda bulunan kalsiyum fosfat ¢ozulerek hidroksiapatit parcalanir. Kireg tasi ve
¢comlek gibi alkali yapilar kemikte bulunan hidroksiapatit, asitin degradatif etkilerine karsi

korur.

Arkeolojik buluntular ayni ortamda farkli korunma durumlarina sahip olabilirler. Kemik
yaninda bulunan 0lu gdmme hediyesi olarak bir ¢gomlek veya kire¢ tasinin bulunmasi
kemiklerdeki apatiti koruyabilir. Bunun yani sira su alan magara kenarlarinda gomulu
olan ya da lahit gdmulerde lahit iginin su ile dolmasi kemiklerdeki apatiti bozabilir. Ayrica
bakir gibi metal iceren objeler mikroorganizmalarin gelismesine ve yasam kosullarina
uygun ortam saglamadigi igin bu objelerin bulundugu bolgedeki kemiklerde iyi korunma

Ozellikleri gorulmektedir (Bollongino vd., 2008).

Kemik yapisinda etkili olan bir diger yapiy! ise organik proteinler olusmaktadir. Kolajen
tip 1 kemigin ana yapisini olusturan organik yapidir. Kolajen tip 1 kanda ¢6zUnmus
sekilde bulunur. Hidroksiapatit minerali organik matrikste sentezlenir ve katlanan kolajen
molekulleri arasindaki bosluklara yerlesir. Bu nedenle kollojen korunmasi, hidroksiapatit
korunmasi ile ilintilidir (Gotherstrom vd., 2002; Schweitzer vd., 2008). Arkeolojik
kemiklerde DNA varlidi ile kolajen miktari arasinda iliski bulunmaktadir (Gotherstrom
vd., 2002). Yuiksek miktardaki kolajen kaybi, mikroorganizmalardan kaynaklidir. Bu
kayba yol acan mikroorganizma ise genellikle Clostridium histolyticum olarak
bilinmektedir. Bu mikroorganizma Kkollajeni parcalayan kolajenaz enzimini Uretir ve
kemikteki kolajenin histolojik yapisini bozar (Hedges vd., 2002; Jackes vd., 2001). Ek
olarak, c¢ok sicak hava kosullarinda da kolajen kaybi gbzlenmektedir (Hedges vd.,
2002). Yapisal olarak iyi korunmus arkeolojik kemik érneklerinde de kolajen kaybi farkl
nedenlere bagli olarak gortlmektedir. Bunlar %20 agirlik kaybi ve %50 porozite artiginin
goruldigu orneklerdir (Smith vd., 2002; Hedges vd., 2002). Canli kemik dokusundan
farkli olarak, porozitenin artisi ile yogunlukta azalma gérlulmektedir.  Boylelikle
poroziteye ugrayan kemigin dis yluzeyinde kalsiyum karbonat birikimi artmaktadir
(Jackes vd., 2001; Nielsen-Marsh ve Hedges, 1999; Gilbert vd., 2005).

Kolajen tip 1’in yani sira kemik dokuda onemli olan diger protein ise osteokalsindir.
Osteokalsin  kemik dokudaki mineralleri bagladigi i¢in antik DNA ¢alismalarinda analiz

edilen molekuller arasinda yer almaktadir (Nielsen-Marsh vd., 2005; Buckley vd., 2008).
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Bollongino (2008) galismasinda Yakin Dogu (Kibris, israil, Suriye, Tlrkiye ve Giircistan)
bolgesinde elde edilen 6rneklerin Avrupa’dan elde edilen kemik 6rneklerine gore daha
fazla porozite sahip oldugu ve daha yumusak yapida bulunduklarini tespit etmigtir.
Ayrica arastirmacilar bu 6rneklerden DNA eldesinin zor oldugunu rapor etmistir. Avrupa
orneklerinde ise toprak yapisi ile amplifikasyonun arasinda bir iligki oldugu; Kirecli
topraklardaki amplifikasyonun basarili, asidik topraklarda ise amplifikasyonun basarisiz

oldugu belirtilmistir (Bollongino vd., 2008).

1.5. TOPLULUK DUZEYINDE ANTIK DNA GALISMALARI
ik antik DNA galismasi Higuchi vd. (1984) tarafindan nesli tiilkenmis olan Equus quagga

ait miuze orneginden vyapilmigtir. Arastirma sonucunda modern zebra turleri ile
filogenetik bir yakinlk oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismanin ardindan da Paabo (1985),
Misir Uygarhgdina ait 2400 yillik bir cocuk mumyasindan aDNA dizisini basari ile elde
etmistir. Paabo’nun yapmis oldugu bu son g¢alisma ile yaklasik 3 kb DNA pargasinin
dizilenebildigini gdstermistir. Diger taraftan herbaryum ve mizelerde bulunan mamut
orneklerinden antik DNA c¢alismalari basariyla gergeklestiriimistir (Johnson vd., 1985;
Rogers ve Bendich, 1985). ilk yillarda yapilan bu calismalarda antik DNA’nin elde
ediminde Oncelikle bir vektdre gereksinim duyulmasi, vektére kopyalanan klonlarin da
dizilenmesi gerektiginden fazla miktarda antik DNA izole edilmesine ihtiya¢c duyulmustur.

PZR’nin kesfi ile birlikte bu problem asiimistir.

PZR sonrasinda yapilan ilk antik DNA calismasi Hagelberg vd., (1989) tarafindan
gerceklestiriimisgtir. Hagelberg vd., (1989) arkeolojik yerlesimden ele gegcen kemik
orneklerinden aDNA'’yr basarili bir sekilde izole ederek c¢ogaltmistir. Bu basarili
g¢alismanin ardindan duanyanin birgok farkli bdlgesinden arkeolojik érnekler ¢alisiimaya
baslanmigtir. Arkeolojik yerlesimlerden elde edilen insan iskelet kalintilarindan yapilan
analizlerle bireylerin cinsiyet tayinleri, idendifikasyonlari ve genetik Ozellikleri
belirlenmistir. Elde edilen bilgilerden yola ¢ikarak eski toplumlarin gég¢ yollari ¢alisilarak
topluluklar arasinda biyolojik yakinlik-akrabalik ¢alismalari yarutiimustar (O’'Rourke vd.,
2000).

Birey dizeyinde yapilan antik DNA calismalari, bireylerin cinsiyetlerini belirleme ve
kimliklendirme analizlerini igerir. Antik DNA’da kullanilan idendifikasyon yontemi adli

bilimlerde kullanilan metotlarla benzerlik géstermektedir. Bu uygulama ile bireyler tespit



edilir ve farkli gdbmu alanlarindaki kemik pargalari ayni bireye ait ise belirlenebilir.
Morfolojik olarak tespit edilen patolojiler de kimliklendirmede kullanilabilir. Ayrica antik
DNA calismalariyla bu patolojilerin kaynaklari da belirlenebilmektedir (Donoghue vd.,
2004, 2015; Kaestle ve Horsburgh, 2002; Koksal, 2012; Pepperell vd., 2011; Mdller vd.,
2014; Perrin, 2015).

Morfolojik olarak tanimlamanin yetersiz kaldigi ve kisiye 6zgu patoloji gibi belirteclerin de
bulunmadigi durumlarda, eksik ve/veya yetersiz olan insan kemik kalintilarinin sé6z
konusu oldugu durumlarda yaratulecek olan DNA analizleri ile dogru sonuglara ulagsmak
mimkindir (Hummel, 2003). Ornegin, iki grup seklinde gémiimis olan Hirohata ve
Hanaura kazi alanlarinda (Japonya) VNTR boélgeleri kullanilarak bireylerin
kimliklendiriimesi yapiimigtir. Ancak o ddénemki olanaklar gercevesinde allel frekansi
hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmadigi icin akrabaliklari hakkinda net bir sonug elde
edilememistir (Kurosaki vd., 1993). Harz Daginda yer alan Lichtenstein Magarasinda
Gec¢ Tung Cagina tarihlendiriimis olan gémuler 1972’de ele gec¢mistir (Schweitze vd.,
2008). Gomduler insan ve hayvan kalintilari icermektedir. Stabil dusuk 1sI da, algi tas,
kire¢ ve silisli tortu tabakalari ile kapl olarak ele gegirilen kalintilarin korunma durumu
cok iyi olarak rapor edilmistir. Femur, tibia ve iki bireye ait pelvis kemiklerinden mtDNA,
Y kromozomu ve STR analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda femur ve tibialar ile bir
adet pelvis kemigi ayni bireye ait oldugu belirlenmis ve diger pelvis kemigi de bagka

bireyi gostermisgtir.

Antik DNA calismalarinda biyolojik cinsiyeti belirlemek i¢cin X ve Y kromozomlari
uzerindeki belirli noktalar kullanilir. Biyolojik cinsiyetin belirlenmesi antropolojik analizler
ile belirlenen cinsiyet tayinlerini dogruladigi gibi antropolojik yontemler ile belirlenemeyen
bireylerin (bebek ve ¢ocuklar, tam olmayan iskelet kalintilari) cinsiyetini tespit etmek de
onemli bir yere sahiptir (Stone vd., 1996; Kaestle ve Horsburgh, 2002; Imaizumi vd.,
2005). Pompei arkeolojik alaninda yapilan bir arastirmada incelenen eski insan
kalintilarinin cinsiyetleri molekuler analizler ile belirlenmis ve antropolojik yontemlerle
belirlenen 13 bireyin Gg¢unun cinsiyetinde hata oldugu belirlenmigtir (Cipollaro vd., 1998).
Cayonu arkeolojik yerlesim alaninda, on bireye ait kafatasi kemikleri kullanilarak
molekuler cinsiyet tayini uygulanmis ve on bireyden dokuzunda antropolojik cinsiyet

tayini biyolojik cinsiyet ile dogrulanmistir (Matheson ve Toy, 2001). Mekel-Bobrov ve
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Lahn’in (2004) yaptigi calismada ise Tell Kurdu (Kalkolitik Donem) arkeolojik yerlegim
alaninda elde edilen insan kalintilarinda biyolojik cinsiyet tayini yapiimis ve %64 dogru
sonugclar elde edilmigtir. Francesco Petrarca’nin 2003 yilinda agilan mezarindan alinan
farkli kemiklerde biyolojik cinsiyet ve antropolojik analiz ydontemleri farkli sonuglar
vermigtir. Kaburga kemiklerinin erkek bireye ait oldugu ve dis érneklerinin de disi bir
bireye ait oldugu tespit edilmistir (Caramelli vd., 2007; Pilli vd., 2008).

Antropoloji alaninda soy agaglari dnemli bir yere sahiptir ve molekuler antropoloji ile de
bu alandaki bilgiler hizla genislemektedir. Antik DNA c¢alismalari ile birlikte bireyler
sadece aile icindeki genetik komposizyonu ile degil yasadigi topluluk ve ¢evre topluluklar
arasindaki genetik komposizyonu dahilinde de degerlendiriimektedir. Akrabalik iligkilerini
belirlemek igin birey identifikasyonunda kullanilan mtDNA ve Y kromozomuna ait
belirtecler kullaniimaktadir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak da anasal ve babasal soy agaglari
belirlenmektedir. Birey identifikasyonunda kullanilan DNA bdlgelerinin incelenmesi
sonucunda, ayni cografyadan ve ayni polimorfizmleri barindiran bireylerin akraba
olabilecegi dusunulmektedir. Ancak bu polimorfizimlerin ebeveyn tespitinde kullaniimasi
guvenli bir yol degildir. Bu bireylerdeki annelik ve babaligi kesin sonuglarla
sOyleyebilmek icin otozomal dizeyde cok fazla yiuksek degiskenlik gosteren bdlgelere

bakmak gerekmektedir (Kaestle ve Horsburgh, 2002).

Arkeolojik insan kalintilarinda akrabalik duzeyini belirlerken 6l gdmme uygulamalari ve
sosyal yapi Uzerine gikarimlar yapilsa da toplumsal olarak kan bagi olmayan kisilerde de
akrabalik uygulamalarinin olabileceginden dolayr net sonuglar elde edilemez. Bu
nedenle genetik verilerden elde edilen bilgiler ile daha guvenilir bilgilere ulagilabilir
(Kaestle ve Horsburgh, 2002; Keyser-Tracqui vd., 2003; Hummel, 2003). Clisson vd.
(2002) calismasinda Kazakistan’in dogusunda bulunan bir yerlesimde korunmus
vaziyette iki iskeletten kas, kemik ve beyin dokularindan DNA elde edilmis ve mtDNA ile
STR analizleri yapilmistir. Yumusak dokularinda PZR inhibisyonunun ylksek olmasi
nedeni ile sonuclari verimli olmamakla birlikte kemik dokusundan basarili sonuglar elde
edilmistir. Calismada yer alan bireylerin farkli cinsiyette olmasi ve ayni tumulus
icerisinde gomull olmasi akla akrabalik iligkilerinin olup olmadigi sorusunu getirmis.
Bunun Uzerine calismanin ilk asamasinda her bir lokusta ortak alelin bulunmasindan

dolayi birincil akrabalik iligkilerinin; anne-ogul, baba-kiz veya erkek kardes-kiz kardes
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olabilecegini gostermistir. Calismanin ilerleyen asamalarinda lokus sayisi artirilarak
paylasilan ortak aleller incelenmis ve birincil ihtimalde kuvvetli olan anne-ogul ile baba-
kiz olasiligl dogrulanmamistir. mtDNA analizleri sonucunda gorulen U¢ mutasyondan,
bireylerin anasal soydan akraba (yani erkek kardes- kiz kardes) olma olasiliklari da
degerlendirme digi birakilmistir. mtDNA ve STR analizlerinde uygulanan yontemlerin
sonucunda bireylerin akrabalik dereceleri Uzerine yapilan yorumlar bireylerin evli ¢ift

olabilecegi olasiligini daha guvenilir hale getirmigtir.

Akrabalik iligkilerini ¢ézimleme de mtDNA ve STR analizlerinin yani sira mikrosatellitler
de kullaniimaktadir. C6zUnUrlGgu her ne kadar dislk olsa da bireylerin akrabaliklarini
belirlemede kullaniimaktadir. Ustelik ginimiizde de babalik testlerinde uygulanan
yontemler arasinda yer almaktadir. Mogolistan’da bulunan nekropolden kazi ¢alismalari
sonucunda aciga cikarilan 56 iskelette mikrosatellit galisiimis ve %84’Gnde basaril
sonugclar elde edilerek akrabaliklari belirlenmistir (Keyser-Tracqui vd., 2003). Adachi vd.
(2003) tarafindan Japonya’da Hokkaido yapilan c¢alismada, arkeolojik yerlesim
alanindan elde edilen iki bireyin anasal soydan akrabaliklarinin oldugu tespit edilmistir.
STR galismalari ile de aile duzeyinde akrabaliklar belilenmeye ¢aligiimigtir. Bu yonteme
ornek olarak Hindistan'nin koy ve sehirlerindeki mezarlklarda yapilan c¢aligsmalar
verilebilir. Sehir ve kdy mezarlarinda farkhliklarin oldugu, kdydeki mezarliklarda genetik
yakinhgin sehirdeki mezarliklara gore daha az oldugu yapilan ¢alisma sonucunda
gosterilmis (Sivilich, 2005). Bir bagka ornekte ispanya ‘da arkeolojik alandan ele
gegcirilen 39 dis ve kemik 6rnegine mtDNA analizleri uygulanmig ve bireylerin birbirlerine
benzerlikleri yuksek ¢ikmistir. Bu orneklerin haplogrup dagilimi da Avrupa oruntusune
benzemektedir. Bu ¢alismadan yola ¢ikarak ayni mtDNA haplogruplarini tagimak her ne
kadar anasal soyu gosterse de ayni ataya sahip olmalari gerektigini
dogrulamayacagindan Fernandez vd., (2006) tarafindan ileri analizler yapilmasi
Onerilmistir. Lajia (Cin) boélgesinde dogal afet sonucu ele gegirilen 16 bireyden elde
edilen dis Oornekleri ile mtDNA analizleri yapilmis ve antropolojik analizler ile
karsilagtinimistir. Calismanin sonucunda ise 14 bireyin birbiri ile kardes, anne-ogul
iligkisi oldugu belirlenmigtir (Gao vd., 2007). Miken Uygarligina ait mezarlikta yapilan
arastirmada DNA analizlerinin yapildigi bireylerden ikisinin kardes oldugu saptanmistir
(Bouwman vd., 2008).
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Toplum dizeyinde antik DNA g¢alismalari da alanda 6onemli bir yere sahiptir. Yapilan
arastirmalar sonucunda yeni populasyonlarin son 10 bin yil icerisinde Avrupa’ya gog¢
ettikleri ve beraberinde tarimi goéturdukleri disinulmektedir (Brown, 2006). Orta Dogulu
Erken Neolitik topluluklarinin arpa ve bugday ekerek avciliktan tarima gegisleri 10-12 bin
yil dnce gerceklesmigstir. Evcillegtirilen bitkilerin kalintilari incelenerek Avrupa’ya tarimin
iki rota Uzerinden geldigi ileri stirGimustur. Bunlardan ilki Akdeniz sahilinden ispanya’ya
ve sonrasinda ingiltere’ye ikincisi ise Ren ve Tuna vadilerinden Kuzey Avrupa’ya dogru

oldugu bilinmektedir.

GuUnumuz Avrupalilari arasinda mtDNA haplogruplarinin on bir kadar farkhlik gésterdigi
belirlenmistir. Bilinen en eski haplogrup 50 bin yil dnce Avrupa populasyonlarinda
gorulmustar. Tarima gegis ile yeni haplogruplarin da (T1 ve J) oldugu dusunulmastir ve
modern Avrupa populasyonlarinda bu haplogruplarin ifade edilme oranlarinin %8,3
oldugu bilinmektedir (Brown, 2006).

Populasyon genetigi ¢calismalari ¢ergcevesinde populasyonda yer alan genlerin dagilimi
ve bu genlerin ve genotiplerin frekanslarinin nasil degistigi ve korundugu
arastiriimaktadir. Bunun yani sira farkli populasyonlarin birbiri ile olan iligkilerini de
anlamak igin populasyon genetigi ¢alismalari yapilmaktadir. Orta Cag mezarligi olan
Almanya’nin guneyindeki bir arkeolojik alanda 38 iskelet kalintisindan genetik analizler
yapilarak populasyonlar arasindaki yakinlik belirlenmistir (Scholz vd., 2001). Yakutlardan
elde edilen arkeolojik iskelet buluntularin STR ve mtDNA analizleri sonucunda modern
Saka populasyonlari ile eski Yakut popullasyonlari arasinda iligkilerinin oldugu
poplilasyon genetigi analizleri ile belirlenmistir (Ricaut vd., 2004, 2006). ispanya’nin
dogusundan elde edilen 21 kemik, 15 dig orneklerine (farkli 36 bireye ait) mtDNA
analizleri yapilmis ve bu popllasyonun iber Yarimadasindaki tarih 6ncesi Afrika

populasyonlarina genetik olarak benzedikleri sonucuna variimistir (Gamba vd., 2008).

Populasyon genetigi ¢calismalarinda elde edilecek olan bir bagka bilgi ise populasyonun
ana yerli mi yoksa baba yerli mi oldugudur. Bu tur c¢alismalara 6rnek olarak Lajia
arkeolojik alaninda (Cin’in Pompeii’si olarak da ifade edilmektedir) yapiimis olan
populasyon genetigi analizleridir. Elde edilen bilgiler 1siginda populasyonun genetik
yapisi anasal soylu degil babasal soylu oldugu ve birden ¢ok ailenin de birlegerek Lajia

toplulugunu olusturdugu bilinmektedir (Gao vd., 2007; Zhang vd., 2004).
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Yerlesim igerisinde arkeolojik materyaller ile bulunan kalintilara dair bazi yorumlar
yapmak kolay olsa da dogal olarak mumyalasmis ve etrafinda ¢ok fazla ipucu olmayan
kalintilarda bir kurgu yaratmak daha zordur. Bu gibi durumlarda ise elimizde olan bilgiler
arkeolojik analizlerin/incelemelerin yani sira genetik verilerinin olmasidir. 1991 yilinda
Avusturya-italya Alplerinde bulunan 5300 yillik bir mumya birgok arastirmaci igin konu
olmustur. Adina Tyrolean Buz adami-Otzi denilmekte olan ve Neolitik ddbnemde yasamis
olan bu mumyanin nasil oldugu, dlmeden onceki 6gununde neler tukettigi, vicudunda
yer alan dovme izlerinin ne amag ile yapildigi, elde edilen genetik veriler 1s1ginda
morfolojisinin ne olduguna dair bilgiler ile yuzinun yeniden sekillendiriimesi ¢aligmalari
yapilmistir. Ayrica hala galigmalarin strdigu ve bu ¢alismalarda da ilk ele alinan sorular
glinimuz o bdlge insanlari ile olan genetik benzerliginin ne oldugu yoénindedir (Colson
vd., 1997; Handt vd., 1994; Rollo vd., 1994).

Kuzey Avrupa’da yapilan ¢alismalarda mitokondriyal DNA haplogruplarina bakiimis ve 7
bireyden elde edilen sonuglarin buyuk mtDNA haplogruplarina ait oldugu bulunmusgtur.
Ayrica Amerika'nin Bati lllionis arkeolojik alaninda kalintilardan elde edilen DNA
verilerinden mtDNA haplogruplarinin A, B, C, D haplogruplarina ait oldugu bulunmustur.
Utah’in kuzey bdlgesinde elde edilen 43 ve Gulneybatisinda elde edilen 40 6rnekte
mtDNA cesitlilikleri arastiriimis ve her iki cografi bolgedeki haplogrup profillerinin benzer
olduklari ve modern guney bati topluluklariyla da mtDNA profillerinin benzerlikleri oldugu
tespit edilmistir (Colson vd., 1997; Stone ve Stoneking, 1993, 1999; O’'Rourke vd., 1996,
2000; Parr vd., 1996; Carlyle vd., 2000).

Cinde genetik cesitliligin sistematik arastirmalarini yapmak i¢in Oota vd., (1995,1999)
Shandong bdlgesindeki Yixi arkeolojik alanindan ¢ikarilan 58 dis ve kemik érneklerinin
(6rnekler 2000 yillik) mtDNA HVRI-II bolgelerine ait veriler elde etmislerdir. Calisma
sonucunda elde edilen antik DNA bilgileri modern populasyonlar ile karsilastiriimis ve
Tayvan populasyonu ile Yixi populasyonlarinin genetik olarak benzerlikleri saptanmistir.
Jomon populasyonuna ait orneklerin de Yixi populasyonundaki orneklere benzerlikleri
Okyanusya ve Guneydogu Asya populasyonlarinin mtDNA verilerine oranla daha goktur
(Oota vd., 1999; Horai vd., 1989, 1991).

Arkeogenomik calismalarin bir diger amaci da ge¢mis ddénemde yasamis olan

populasyonlarin genetik verilerini belirlemenin yani sira, o donemki ¢gevre kosullarinin da
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ne oldugunu anlamaya c¢alismaktir. Ekosistem igcinde yer alan faunal ve floral turler
hakkinda bilgilere ulasilabilmektedir. Bunlardan hangilerini beslenme amagl tikettiklerini
hangilerini evcillestirdiklerine dair arastirmalar da yapilmaktadir. Tum g¢alismalara ek
olarak da populasyonun kulturel adaptasyonunun ne olabilecegini c¢ikarsamamiza
yardimci olacak ipuglarina uslagilabilmektedir. Calisilabilecek olan ornekler ise;
tohumlar, koprolitler, sondaj érnekleri, parsémenler, boyalar ve toprak analizleridir. TUm
orneklerden paleoekolojik caligsmalar yapilabildigi gibi canlilarin da tur tespitleri

yapilabilmektedir.

Populasyon genetigi caligmalari yapilirken orneklemdeki birey sayisinin énemi vardir.
Yapilacak istatiksel analizlerin dogru ve anlamli sonuglar verebilmesi igin de oOrnek
sayllarinin 25 ve Uzeri olmasi gerekmektedir (Kaestle ve Horsburgh, 2002; Stone, 2008).
Sonug olarak populasyon genetigi ¢alismalari; evrimsel surecin takibini, ayni topluluk
icerisindeki varyasyonlarin frekansini ve genetik hastaliklari belirlemeyi, populasyonlarin

hareketlerini takip etmeyi amaclamaktadir.



2. BOLUM

KONU, SORUN, AMAC

2.1. KONU

Bu tez calismasinin konusunu Cine-Tepecik arkeolojik yerlesmesini iskan etmis
insanlarin genetik analizleri olusturmaktadir. Dinya genelinde oldugu gibi tlkemizde de
birgok arkeolojik kazi yapilmaktadir. S6z konusu kazilarda eski insan toplumlarinin
yasam bigimleri arkeoloji, biyoloji ve antropoloji gibi bilimler tarafindan gin yutzine
cikarilmaya c¢alisiilmaktadir. Elde edilen buluntular, Anadolu’nun cografi konumunun go¢
yollari Uzerinde bulunmasi nedeniyle ¢ok gesitlilik gostermektedir. Nitekim arkeolojik ve
tarinsel kaynaklar hemen hemen her donemde Anadolu’da yerlesik insanlarin farkl
cografyalara goc¢ ettigini, farkli cografyalardan da Anadolu’ya gdgler oldugunu,
prehistorik dénemlerden itibaren Anadolu cografyasinin birgok farkh kultire ev sahipligi

yaptigi ¢esitli galismalar ile gosterilmistir (Sagona ve Zimansky, 2009).

Anadolu cografyasinda yasamis eski insan topluluklarinin kiltirel anlamda birbirleriyle
kurdugu iligkiler 6zellikle Cumhuriyet Doneminden itibaren gunumuze degin surdurilen
arkeolojik kazilarda incelenmis olmakla birlikte bu eski donem topluluklarinin birbirleriyle
olan biyolojik yakinliklari Gzerine calismalarin ¢ok fazla oldugu sdylenememektedir.
Yukaridaki bolimlerde de ifade edildigi gibi her ne kadar iskeletler Gzerindeki morfolojik
incelemeler yoluyla biyolojik yakinliklar tespit edilmeye caligilsa da eski Anadolu
cografyasinda gozlenen biyolojik ¢esitliligin anlagiimasi igin kullanilan morfolojik veya
osteolojik analiz yontemlerinin kesin sonuglar ortaya cikarmayacagi sOyelenebilir. Bu
noktada molekuler antropolojik bir teknik olarak antik DNA'nin kullaniimasiyla kulturel
iligkilerin yani sira biyolojik iligkilerin de incelenmesi konunun daha iyi anlagilmasinda
onemli bilgiler ortaya ¢ikmasini saglayacaktir. Bununla beraber, gegmis dénemlerdeki bu
topluluklar hakkindaki genetik ¢alismalarin yeterli dizeyde olmadigi gorulmektedir. Eski
insan populasyon genetigi incelemesi agisindan da bunun 6nemli bir eksiklik oldugu
g6ze carpmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Guneybati Anadolu’da bulunan Cine-Tepecik
arkeolojik yerlesmesinde yasamis insan toplulugu ele alinmakta ve bireylere ait genetik

kompozisyonun belirlenmesi hedeflenmistir.
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Cine-Tepecik arkeolojik yerlesmesi Aydin ili Cine ilgesinde Karakollar Kéyiiniin sinirlar
icerisinde Cine Cayrnin (Marsyas) 1 km dogusunda bulunmaktadir (Sekil 3) (Gunel,
2006). 2004 yihindan beri surmekte olan kazilarda Ge¢ Neolitik/Kalkolitik dénemden
itibaren Tung¢ Cagina kadar kesintisiz olmak Uzere, Klasik ddneme kadar zaman araligini

kapsayan kultur tabakalari tespit edilmistir (Sekil 4) (Glnel, 2014).

Sekil 3: Cine-Tepecik Hoyligu konumu (Ginel, 2014).

: | 1 | Helenistik / Roma
2 Karya - Geometrik

Geg Tung Cag

Orta Tung Cag

Erken Tung Cag
Gec Neolitik / Kalkolitik

Sekil 4: Cine-Tepecik Hoylugu'niin Stratigrafik Gelisimi (Gunel, 2014).
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Cine-Tepecik yerlesmesinin simdiye kadar ortaya c¢ikarilmis en erken kdlturel
katmanlarinda Orta ve Erken Kalkolitik doneme ait buluntular, bolgedeki Neolitik doneme
paralel bir gelisime isaret etmektedir (Ginel 2010a, 2011). Kalkolitik donemin erken
zamanlarina uzanan gesitli buluntular (yontmatas ve kemik aletler, seramikler gibi) Cine-
Tepecik’in Ege Dunyasiyla da olan iligkilerinin gok erken bir zamana dayandigini igsaret
etmektedir (Gunel 2011). Bu iligkilerin ortaya ¢ikisinda yerlesmenin bulundugu konumun,
tum cografi yonlere dodru dogal yol ve glzergahlarin bulunusunun, 6zellikle Ege Kiyi
seridine acgilan vadilerin 6nemli rol aldigi belirtimektedir (Gunel 2011, 2014).
Yerlesmenin daha genis bir alaninda ortaya ¢ikariimig 2. binyil kalintilarinin ise Cine-
Tepecik’in bu merkezi konumunun daha iyi anlasilmasina olanak sagladig: sdylenebilir.
Milattan énce 2. bin yilin ikinci yarisinda yerlesmenin gugli bir savunma sistemine (sur
yapisi) sahip oldugu gosterilmistir (Guinel, 2006, 2010b, 2012). Bati Anadolu’nun Ege
Dunyasi ile olan iligkileri baglaminda yerlesmeden ele gegcen Miken boya bezeli
seramiginin Ege’deki etkin ticaret aglarinin mevcut oldugu déneme (Geg Hellas Il B-C)
isaret ettigi belirtiimelidir (Gunel, 2012). Diger yandan ele gegen muhur baskilari Cine-
Tepecik’in sadece Ege dlnyasi ile degil ayni zamanda Hititlerle olan siyasi ve ekonomik
baglantilari da gundeme getirmistir (Gunel, 2012). Ge¢ Tun¢ Cagina ait kultar
tabakasindan elde edilen bulgular yerlesmenin bir yanginla tahrip oldugunu gostermistir
(Gunel, 2012). Diger yandan simdiye kadarki kazilarda hoyugun kuzeybatisinda ortaya
cikarilan cati kiremidi tipindeki mezarlar, yerlesmenin Ust evresinde Hellenistik/Roma
donemlerinde alanin mezarlik icin kullanildigini goéstermektedir (Gunel, 2006, 2008,
2012a, 2012b).

2.2. SORUN

Cine-Tepecik arkeolojik yerlesmesi stratigrafisi dikkate alindiginda Geg¢ Neolitik/Kalkolitik
donemde Tung¢ Cagi sonuna kadar yerlesimin kesintisiz iskan edildigi goérulmektedir.
Devaminda ise Ozellikle Helenistik/Roma dénemlerine ait mezarlik alani kullaniminin s6z
konusu oldugu anlasiimaktadir. Birbirini takip eden ve kultirel olarak da birbirinden
tamamen bagimsiz olmayan Cine-Tepecik insanlarinin genetik yakinlik sergileyip

sergilemedigi bilinmemektedir.
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Bir sonraki kulturel olusumun, bir onceki ile benzerlik gostermesi hatta devami niteliginde
olmasi, yerlesimin benzer kuilturel ve/veya genetik kompozisyona sahip insanlarca iskan
edilmis olabilecegini dustindurmektedir. Eski insan topluluklarinin kalintilari olarak ifade
edebilecegimiz mezarlar, hem topluluk i¢i sosyal ve biyolojik iligkilerinin hem de
topluluklar arasi baglarin incelenmesinde dnemli bir etkendir. Mezar egyalari ve insan
iskelet kalintilari antropolojik ve arkeolojik incelemelerin 6nemli bilesenlerini olusturur
(Martin vd, 2013). Yazili kayitlarin olmadidi erken dénemlerde 6l gdbmme uygulamalari
ve mezar egyalari ile elde edilen bilgi topluluklarin birbiri ile ilintilendiriimesinde yardimci
olmaktadir.

Bunun disinda, Cine-Tepecik topluluguna ait genetik kompozisyonun (6rnegin mtDNA
haplogrup cesitliligi) kendi ¢agdasi yerlesmelerle ayni veya ¢ok benzer bir genetik
yapiya sahip olup olmadigi da bilinmemektedir. insan toplumlarinda ticari iliskiler veya
mubadele ¢ogu zaman bir ekonomik kazancin yani sira toplumlar arasi iligkilerin
surdurdlebilir kihnmasinda bir araci olarak islev gormustir. Cine-Tepecik yerlesiminde
Miken kultard etkisinin yaygin olmasi ve digaridan ithal edilen malzemelerin bulunmasi
toplulugun disariya acik oldugunu kanitlar. Diger yandan Hitit muhur baskilarinin
mevcudiyeti yerlesmenin Dogu ile olan iligkisi olarak degerlendirilebilir. Bu durum
nedeniyle de topluluk bagka topluluklar ile sosyo-kulturel etkilesim yaninda biyolojik bir
iligki icerisinde olabilir. Olasi go¢ hareketlerinin mutasyon, rekombinasyon ve genetik
suruklenmenin aksine populasyonlar arasindaki degisime dedil, populasyon ig¢i allel
sikliklarinin degisimine yol agmaktadir (Matisoo-Smith, 2015). Dolayisiyla Glineybati
Anadolu eski insan topluluklarindan biri olan Cine-Tepecik insanlarindaki bu olasi
degisimlerin antik DNA yoluyla ¢dzimlenmesi arkeolojik ve antropolojik bircok dnemli
bilginin ortaya ¢ikmasini saglayacagi dusunulmustar.

Calismanin kisitlari: incelenen bireylere ait tarinlendirme géreli tarihlendirme yéntemi
ile belirlenmigtir. Kesin tarihlendirme sonuglari bu c¢alisma kapsaminda ortaya
konulamadigindan eldeki sonuglarin daha iyi bir gekilde degerlendiriimesi igin
radyokarbon izotop analiz yontemi ile elde edilecek kesin tarihlere gereksinim
duyulmaktadir. Bu calismada en azindan bir 6rnekte C14 tarihlendirme yontemi
kullanilarak bu kisit gideriimeye caligilmistir. Fakat tarihlendirme sonucuna bu tez

calismasi esnasinda ulasilamamistir.



Bilindigi gibi aDNA caligmalarinda otantik DNA eldesi her zaman kolay olmamaktadir.
¢Cogu zaman sinirl dizeyde antik DNA Uzerinde galigiimasi s6z konusu olabilmektedir.
Bu calismada da, her ne kadar son donem yontemleri kullanilmis olsa da ¢ogu birey igin

kiyaslamaya uygun duzeyde aDNA eldesiyle ilgili ¢esitli sorunlarla karsilagiimistir.

2.3. AMAG

Yukaridaki agiklamalar dogrultusunda bu tez ¢alismasinin amaclari asagidaki gibidir:

1. Cine-Tepecik insan iskelet kalintilarindan antik DNA elde edilmesi,

2. Cine-Tepecik orneklemini olusturan aDNA eldesi mumkin olan bireylere ait
mtDNA haplogrup tayini yapilmasi, sonuglarin ayni yerlesmede genetik sureklilik
acisindan degerlendiriimesi,

3. Elde edilen genom dlzeyindeki sonuglarin ¢agdas/donemdas topluluklar ile

kiyaslanmasi ile ge¢mis donem insan hareketliliginin incelenmesi amaclanmistir.
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3. BOLUM

MATERYAL METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Gine-Tepecik insan Ornekleri

Cine-Tepecik HoOyuk’Unden 2004-2013 vyillari arasinda elde edilen ve Hacettepe
Universitesi Antropoloji Balimi Biyolojik Antropoloji Laboratuvarinda koruma altina
alinmis insan iskelet kalintilari arasindan 10 bireye ait dis Ornekleri ve bu bireyler
arasindan 5 bireye ait Pars petrosa 6rneg@i ¢galismanin materyalini olusturmaktadir (Tablo
1). Orneklerin secilmesinde fiziki korunmusluk durumu iyi olmasi ve patolojik bulgu
icermemeleri goz 6nunde bulundurulmustur. Cine-Tepecik'te farkli donemlerde yasamis
insan gruplari arasindaki biyolojik surekliligin takibi icin farkli donemlere tarihlendirilen

tabakalardan ornekler segilmigtir.

Orneklerin toplanmasi tek bir kisi tarafindan eldiven, maske, bagslik ve temiz oda 6énligu
giyilerek ve sodyum hipoklorit ile (NaClO, camasir suyuyla) temizlenmis arag ve gerecler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Orneklere higbir temizlik yéntemi uygulanmadan her biri
ayri ayr steril tek kullanimhk 6rnek kutularina koyulup agizlar sikica kapatarak koruma

altina alinmistir.

Toplanan orneklerin igcinde bulundugu o6rnek kutulari karisiklik yaratmayacak sekilde
etiketlenmigtir. Laboratuvardan toplanan ve numaralandirilan oOrneklerin  DNA
laboratuvarina alimindan hemen 6nce ornek kutulari yeni steril tek kullanimlik posetler
ile degistiriimis ve deneyler sirasinda kullaniimak Uzere laboratuvarda +4°C’de

saklanmistir.
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Tablo 1: Calismada kullanilan Cine-Tepecik insan érnekleri.

34

Birey Numarasi Mezar Ornek Turi Yl Plankare Donem Yas Grubu Antropolojik
Numarasi Cinsiyet

1 Gl Dis 2004 1112 Hellenistik/Roma Eriskin Erkek

2 G4 Dis 2006 /11 Hellenistik/Roma Erigkin Kadin

3 G5 Dis 2007 /11 Hellenistik/Roma Erigkin Kadin

4 Gl1 Dis 2010 K/11 Erken Tung Cagi/ETC Cocuk Cocuk

5 G15 Dis 2011 K/11 Hellenistik/Roma Eriskin Kadin

6 G19 Dis 2012 L/11 Geg Kalkolitik/ETC Erigkin Kadin

7 G21 Dis 2012 L/12 Erken Dénem Erigkin Kadin

8 G24 Dis 2012 M12 Erken Dénem Erigkin Kadin

9 G 25 Dis 2012 L/12 Erken Dénem Erigkin Kadin

10 G 28 Dis 2013 L/13 II. Bin Erigkin Kadin

11 Gl Pars 2004 /12 Hellenistik/Roma Eriskin Erkek
petrosa

12 Gl1 Pars 2010 K/11 Erken Tung Cagi/ETC Cocuk Cocuk
petrosa

13 G15 Pars 2011 K/11 Hellenistik/Roma Eriskin Kadin
petrosa

14 G21 Pars 2012 L/12 Erken Donem Erigkin Kadin
petrosa

15 G25 Pars 2012 L/12 Erken Donem Eriskin Kadin

petrosa




3.1.2. Galigma Grubunun Modern Ornekleri

Calismada modern kontaminasyonun test edilebilmesi adina; érneklerin toplanmasinda
ve segilmesinde yardimci olan arastirmacit 1 ve laboratuvar caligmalarini yuraten
arastirmaci 2'den yanak ici surtuntuleri alinmistir. Buna ek olarak ¢alismalarda yer alan
arastirmaci 3’e ait yanak i¢i suruntusiinden alinan mtDNA HVRI-II dizi bilgileri daha 6nce
Yaka (2015) tarafindan yurutilen c¢alhsma esnasinda analiz edildiginden

tekrarlanmamistir.

3.2. METOT

3.2.1. mtDNA Galigmalari
Mitokondriyal DNA c¢alismalarinda elde edilmis olan o6rneklerin DNA’lari Dabney’in

(2013) calismasi referans alinarak izole edilmistir. mtDNA'nin Kontrol Boélgesi’'nin
yaklagik 900 bp uzunlugundaki Hypervariable | (HVRI) ve Hypervariable 1l (HVRII)
bolgeleri ug kisimlari birbiriyle ¢akisan farkli 7 fragman olarak ¢ogaltilmigtir (Ottoni vd.,
2011).

3.2.1.1. mtDNA Deneysel Caligmalari

3.2.1.1.1. Orneklerin Hazirlanmasi
Izolasyonu yapilacak olan dis ve kemik drneklerin hazirlik asamalari; érnegdin kesimi,

UV’lenmesi, 6gutllmesi, tartiimasi seklinde sirasi ile gergeklestiriimistir.

Biyoguvenlik sinif Il olan kabinlerde her bir 6rnek sirasi ile ¢alisilirken, 3 kat aliminyum
folyo Uzerine ornek yerlestirilmis ve dis 6rnekleri dnce %5’lik sodyum hipoklorit (NaClO)
ve/veya nukleotit icermeyen su (HPLC Su) ile silinmig, ardindan steril diskler ile dig
Uzerindeki tabakalar (varsa dis tasi, kire¢ vb) uzaklastirilmistir. Kemik 6rneklerinde
%5’lik sodyum hipoklorit (NaClO) ve/veya nukleotid icermeyen su (HPLC Su)
kullanilmigtir. Bunun yerine kirli kemik orneklerinde bisturi kullanilarak yuzeydeki
kalintilar uzaklastinlmistir. On temizlik asamasindan sonra da dis 6rneklerinde oldugu
gibi steril ve tek kullanimlik olan diskler ile kemigin kirli yuzeyi kazinarak en kompakt
kisimdan parga cikartilmistir (Pinhasi vd., 2015). Kemik ve dis drneklerinden istenilen

bdlgeler c¢ikarildiktan sonra ayri ayri petri kaplarina alinip her bir ylzeyi 30 dakika olmak
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Uzere her iki ylzeyi de ultraviyole 1s1gina (UV, 254 nanometre dalga boyunda, 12 Volt ve
orneklerin ultraviyole i1siktan uzakhgl 5 cm olacak sekilde) maruz birakilmistir. UV’lenmis

olan drnekler kabin igerisine alinmistir.

3.2.1.1.2. Ogiitme

Ogiitme islemi sogutmali 6gitiict (Spex 6750 Freezer Mill) kullanilarak yapilmistir.
Ogutiiclye yerlestirilen her bir érnek ayri tiiplere yerlestirilmis ve her bir dérnekden
digerine geciste yuzey DNAse AWAY (Thermo Fisher, 7010, MBP DNA Away®)
solusyonlari ile temizlenmistir. Elde edilen kemik tozunu tartma iglemlerine baglamadan
once ortam sterilligini test etmek igin Hidroksiapatit (HYA) adi verilen Kalsiyum (Ca) tuzu
negatif kontrol amagh 150 mg olarak tartilmistir. Ardindan her bir 6érnek ortalama 150-
200 mg olacak sekilde hassas terazide tartiimis ve vidali kapakh 2 mllik taplere
aktarilarak Uzerleri etiketlendiriimistir. Son o6rnek tartimindan sonra da c¢apraz
kontaminasyonu test etmek icin ikinci negatif kontrol olarak yine HYA tartilmistir. Tartim

sonucunda elde edilen érneklerin toz miktarlari Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2 : Tum 6rneklerden elde edilen toz miktarlar (gr).

Ornek Tartilan Dis Ornek Numarasi  Tartilan Pars petrosa
Numarasi Miktari (gr) miktari (gr)
HYAl1 0,1516 HYAl 0,1215

Gl 0,1526 Gl 0,1513

G4 0,1498 G11 0,1426

G5 0,1326 G15 0,1475
G11 0,1449 G21 0,1374
G15 0,1311 HYA2 0,1096
G19 0,1494

G21 0,1502

G24 0,1425

G25 0,1443

G28 0,1555

HYA2 0,1530
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3.2.1.1.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin Dabney vd. (2013) calismasindaki yontem kullaniimistir. DNA
izolasyonu igin kullanilan kimyasal ve sollisyonlardaki kontaminasyonun kontrolu igin de
2 negatif kontrol daha izolasyon sirasinda eklenmigtir. Toz haline getirilmis ve tartiimis
orneklere, HYA kontrollerine ve bos iki tane kontrol tlplerine (extraction/izolasyon
kontrolleri basta ve sonda olmak Uzere) 1 ml izolasyon solusyonu (Extraction buffer)
eklenmigtir. Ornekler, 37°C’de, izolasyon sollisyonu icerisinde en az 18 saat veya
tamamen ¢ozinene kadar calkalayici da inkube edilmistir. TUpler maksimum hizda
(16,100X g) 2 dakika santrifij edilmis ve olusan st faz tlpin dibinde toplanan pelete
degmeden pipetlenmis ve 50 ml’lik falkon tlplere baglanmis olan rezervuar ve kolonlara
(Qiagen-Minelute filtreli) aktarilmistir. Ust faza 13 ml baglanma solisyonu (binding
buffer) eklenmistir. Falkon tlpler 4 dakika 1500X g’de santriflij edilmistir. Falkon tlpler
90°C dondurulerek 2 dakika 1500X g’de tekrar santrifuj edilmistir. Minelute filtreli kolon,
rezervuardan ayrilmistir ve 2 ml'lik eppendorf tipe yerlestiriimistir. Bir dakika slreyle
3300X g’de santriflj edilmigtir. Kolona Qiagen Minelute kiti PE solisyonundan 750
mikrolitre (ul) aktariimigs ve 3300X g'de 2 dakika santriflj edilmistir. Santrifijleme
sonunda tupun dibinde biriken atik sollsyon tupten uzaklastiriimistir. Tekrar 750 yl PE
solisyonu kolona aktariimis ve yine ayni sartlarda santriflj edilmistir. Santrifijleme
sonunda tupun dibinde biriken atik solusyon tupten uzaklastiriimigtir. TUpler bir kez daha
16100X g’'de 1 dakika kuru olarak santrifijlenmistir. Qiagen kolonlar 1,5 ml’lik eppendorf
tuplerine aktariimistir. Filtrenin tam Uzerine gelecek sekilde kolonlara 52 ul ayristirma
solusyonu (TET) eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda inklibe edilmistir. TUpler 16100X
g'de 30 saniye santrifij edilmistir. Kolonun Uzerine tekrar 52 pl ayristirma sollsyonu
eklenmis ve ayni islem tekrarlanmistir. Elde edilen DNA bir sonraki asamalarda

kullaniimak tzere -20°C’ de saklanmistir.

3.2.1.1.4. Amplifikasyon

mtDNA Kontrol Bolgesi HVRI ve HVRII fragmanlari Yaka (2015) ve Yaka vd.,
(2018)’'deki yontem takip edilerek PZR yontemi ile ylkseltgenmistir. PZR hazirlama
islemi antik DNA laboratuvarinda temiz odada ve 6zel PZR kabininde yapilmistir. PZR



kimyasallarinin kontaminasyonunu test etmek icin negatif kontrol kullanilmistir. PZR
karisimi hazirlanmadan 6nce kullanilacak olan nikleer free su (molecular grade water),
10X tango buffer, MgCI2, BSA (Bovin Serum Albumin), érnek sayisi kadar PZR strep
tipleri 30 dk UV’lenmistir. PZR igin kullanilan kimyasallarin oranlari Tablo 3’de
verilmistir. Daha sonra Tablo 4’deki dongu ve sicaklik kosullari kullanilarak PZR iglemi

gerceklestirilmigtir.

Tablo 3: PZR karisimi oranlari, bir érnek igin.

PZR Karigimi X 1 6rnek igin Hacim (ul)

dH,O 32,0
10X Tango Buffer 50
MgCl, (25 m/M) 5,0
dNTP (25 m/M) 1,0
Primer (10pM) 1,0
BSA (10 mg/ml) 0,5
Taq Polimeraz (5U/pl) 0,5
DNA 5,0
TOPLAM 50

Tablo 4: PZR programi, déngu ve sicaklik degerleri.

1. basamak 2. basamak X 60 kez 3. basamak

37°C 94°C 94°C 54°C 72°C 72°C 4°C

15 dk 10 dk 45 sn 1:15sn 1dk 5 dk sabit
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Tablo 5: PZR de ¢ogaltmak istedigimiz bolgeler (primerler) ve uzunluklari.

Fragmanin D-Loop bp Fragman Dis ileri Primer Fragman ig Geri Primer

Adi Bolgesi

A Fragmani HVR | 140 5- CCCAAAGCTAAGATTCTAAT -3' 5'- GTACAATATTCATGGTGGCT -3'
Bolgesi bp

B Fragmani HVR | 139 5-CCGCTATGTATTTCGTAC -3' 5- TTGATTGCTGTACTTGCTTG -3'
Bolgesi bp

C Fragmani HVR | 109 5-ATACTTGACCACCT -3’ 5'- TTGCAGTTGATGTGTGATAG -3’
Bdlgesi bp

D Fragmani HVR | 133 5-CCCCATGCTTACAAGCAAGT -3' 5- GTAAATGGCTTTATGTGCTATG
Bdlgesi bp -3'

E Fragmani HVR | 118 5- CCCACTAGGATACCAACAAA -3' 5-TGAGGGGGGTCATCCATG -3’
Bolgesi bp

F Fragmani HVR Il 147 5-CTCACGGGAGCTCTCCATGC -3’ 5- TGAACGTAGGTGCGATAAATA -
Bolgesi bp 3

G Fragmani HVR Il 166 5- CGCAGTATCTGTCTTTGATTCC - 5- GTTATGATGTCTGTGTGGAA -3’
Bolgesi bp 3

3.2.1.1.5. Orneklerin Agaroz Jel Elektroforezinde Degerlendirilmesi

PZR sonrasinda elde edilen urlnler %2 agaroz jel (2 gr agaroz, 100 ml %0,05 lik TBE
(54,5 gr Tris, 27,8 gr Borik Asit, 2,9 gr EDTA) ve 10 pl EtBr Gzerinde yurutilmustar. Bes
pl DNA 6rnegi, 5 pl yikleme boyasi (Qiagen- Gel pilot DNA Molecular Weight Markers)
ile birlestirilerek agaroz jele yuklenmistir. YUklenen 6rneklerin hangi baz ¢ifti araliginda
cogaltildigini belilemek amaciyla 50 b¢ merdiven (GeneRuler 50 bp DNA Ladders)
kullaniimistir. Agaroz jele yuklenen PZR UrUnlerine ve merdivene 110 V elektrik akimi
uygulanmigs 1 saat sdreyle yadrutildikten sonra Vilber Lourmat CN-3000WL jel

goruntileme cihazinda UV is1d1 altinda jelin fotografi ¢ekilmigtir.



3.2.1.1.6. Sanger Sekanslama

Jel elektroforez sonucunda basarili olan orneklerin PZR Urlnleri purifikasyon
yapilmadan Sentegen firmasina gonderilmistir. Sadece G28 nolu drnegdin 1. izolasyon 2.
PZR C, D, E ve F fragmanlari ODTU Biyolojik Bilimler Laboratuvar 147’de pirifikasyonu
yapiimistir. Purifikasyonda QIAquick PCR Purification Kit (250) kullaniimistir. PZR Grana
kitte bulunan silika filtreli kolonlara alinmistir. PZR drindn 5 kati olacak sekilde kitte
bulunan PB tamponu eklenmig ve 1 dk santrifij yapiimistir. Kolondan gecgen solusyon
atilmis ve kolon Uzerine 750 ul PE tamponu eklenip 1 dk santrifiij edilmistir. Kolondan
gecen sollsyon atilip ve tekrar 750 pl PE tamponu eklenmistir. Bir dk santriflij edilip,
solisyon atilmis ve sonrasinda kolon kuru santriflij edilmistir. Ardindan yeni 1,5 ml tipe
aktarilan kolona kit igerisinde bulunan EB tamponu eklenip 5 dk oda sicakhdinda
bekletiimis 1dk santriflj edilmistir. Sonrasinda bu basamak bir kez daha tekrarlanmistir.
Kolondaki DNA molekilleri yeni tupte toplanmis ve kolon atimistir. Purifikasyonu
yapilmis ve yapilmamis olan PZR Urlnleri Sentegen firmasina génderilmistir. Sentegen

firmasindan gelen sonuglar daha sonra analize alinmigtir.

3.2.2. mt DNA Hesaplamali Caligmalar

3.2.2.1. Hizalama
Dizileme sonucunda elde edilen ham veriler, Bioedit programinda (BioEdit 5.0.9 software

http://mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) Cambridge Reference Sequence (CRS)
referans dizisine hizalanarak polimorfizm noktalari belirlenmistir. Yapilan analizler
sonucunda her bir érnegin 7 fragmani da referans dizi kullanilarak degerlendirilmis
sonrasinda HVRI (A, B, C, D ve E fragmanlari) ve HVRII ( F ve G fragmanlari) bolgeleri
tek bir dizi haline getirilmistir. Bu dizilerin insana ait olup olmadigi GenBank’in BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) algoritmasi kullanilarak test edilmistir.

3.2.2.2. Haplogrup Tayini

Elde edilmis ve insan DNA’sina ait oldugu belirlenmis diziler CRS referansi ile birlikte
degerlendiriimis ve farkhlik gosteren nukleotitler belirlenmistir. Farkliik gdsteren
nukleotitler haplogruplarin belirlenmesinde kullaniimigtir. Degerlendirmelerde en guncel

mtDNA agaci kullaniimis ve haplogruplar belirlenmistir (van Oven ve Kayser, 2009).
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3.2.2.3. Diger Populasyonlarin mtDNA Verileri ile Cine-Tepecik mtDNA Verilerinin
Karsilastiriimasi

Haplogruplari belirlenen ve tek bir dizi halinde olan veriler fasta formatinda GenAlex
(6.502) programina yuklenmis ve Temel Koordinat Analizi (PCoA) yapilmistir. NCBl'da
yer alan yayinlanmis 22 tane populasyona ait (Tablo 6) diger HVRI verileri (Brandt vd.,
2013; Belledi vd., 2000; Comas vd., 2004; Szecsenyi-Nagy vd., 2015; Achilli vd., 2004)
indirilerek  karsilastirmali analizler yapiimistir. Populasyonlar arasindaki genetik
farklilasma Fst (populasyonlarin benzerlik derecesini olusturan bir istatistik degeri)
degerleri hesaplanarak bulunmustur. Bu Fst degerleri ile bir matrix olusturulmustur.
Matriks de yer alan deg@erler kullanilarak populasyonlarin uzakhk mesafesi iki boyutlu

(2D) koordinat duzleminde gorsellestirilmistir.
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Tablo 6: Temel Bilesenler Analizinde (PCoA) kullanilan HVRI verilerinin ait oldugu populasyonlar.

Antik Populasyonlar Modern Poplulasyonlar
Hcg Orta Avrupa Avci-Toplayici Syra Suriye

Sta Erken Neolitik Starcevo Kultira Cypr Kibris
Bargin Bargin Héyuk-Neolitik Dénem Agls Agdlasun
Lbk Linear Pottery Kulturu Arme Ermenistan
Lbkt Transdanubia'da Linearbandkeramik Kulturt Turk Turkiye
Crba Yunanistan Bronz Cagi (Minoan) Grec Yunanistan
Cemialo Cemialo Sirti Hoyuk- Neolitik Donem Geor Glurcistan
Neo iran Neolitik Dénem Iran iran

Rcs Referans Ornek

Sagr Sagolassos Roma

Saga Sagalossos Bizans

Ibere iberia Erken Neolitik

Hge Dogu Avrupa Avci Toplayici

Bols Bolshoy

3.2.3. Tum Genom Galigmalari

mtDNA c¢alismalarinda DNA eldesi igcin kullanilan ve yukar boélimde (3.2.1.1.3.
béliminde) detaylari verilen protokoller tim genom c¢alismalari igin de uygulanmistir.

izolasyon sonrasinda elde edilmis olan DNA izolatlari kullanilarak tim genom
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katiphaneleri Meyer ve Kircher'in (2010) yontemi takip edilerek hazirlanmistir. Bu

yontemin basamaklarinin detaylari agsagida anlatiimigtir.

3.2.3.1. Tim Genom Kiitiiphane Hazirhigi
3.2.3.1.1. DNA Molekiillerinin Kink Ug¢larini Kutlestirme

Elde edilen DNA molekillerinin kirik uglarini kitlestirmek igin Tablo 7’de gdsterilen
reaksiyon hazirlanmistir. Her bir DNA izolatindan 20 ul pipetlenmis ve ayr bir tup
icerisinde 20 pl ktlestirme reaksiyonu ile birlestirilmistir. Sonrasinda numuneler 25°C’de
15 dk, 12°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda ise Qiagen
Minelute PCR Purification kiti kullanirlarak yikama islemi gerceklestiriimistir. Bir dnceki
basamaktan elde edilen 40 pl'lik karisimin Uzerine 200 pl PB Buffer eklenmigtir.
Sonrasinda 13000X rpm’de 1 dk santriftj yapilmigtir. Filtreden gegen soltsyonlar atiimis
ve kolon Gzerine 700 ul PE buffer eklenmistir. Takibinde numunelere 13000X rpm’de 1
dk santrifij uygulanmistir. Bu basamak bir kez daha tekrarlanmigtir. Ardindan 13000X
rom’de 1 dk kuru santrifij gerceklestiriimistir. Santriflj sonrasinda numuneler 1,5 ml’lik
yeni tuplere kolonlar yerlestiriimistir. Yeni tlp Uzerine 22 yl EB buffer eklenmis ve
sonrasinda 37°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonu takiben numuneler 1
dk 13000X rpm’de santriflj edilmistir. TUm islemlerden sonra saflastirimis DNA

molekulleri tipun dip kisminda birikmistir.

Tablo 7: Kutlestirme reaksiyonu karigimi.

Kutlestirme Reaksiyon Karisimi Hacim (ul)
Tango tamponu 4

dNTP (25 mM) 0,16

ATP (100 mM) 0,4

T4 PNK (10 U/ul) 2

T4 DNA polimeraz (5U/pl) 0,8
H,O-HPLC 12,64
DNA 20

Toplam 40




44

3.2.3.1.2. Adaptor Yapistirma
Bu basamakta onceden ugclar kutlestiriimis olan DNA molekullerine Tablo 8'deki karigim

eklenerek adaptor olarak isimlendirilen oligonukleotitler yapigtiriimigtir.

T4 DNA ligaz tamponu (10X) énceden 37°C’de isitilmistir. Adaptor karisimi olarak P5 ve
P7 oligonukleotitleri her birinin karisimdaki son konsantrasyonu 2,5 yM olacak sekilde

hazirlanmistir. Bu 6n hazirliklar tamamlandiktan sonra 40 pl’lik karisim elde edilmistir.

Tablo 8: Adaptor yapistirma karigimi.

Adaptor Yapistirma Karisimi Hacim (ul)
H,O 10

T4 DNA ligaz tamponu (10X) 4

PEG 4000 ( %50) 4

Adaptor karisimi (P5+P7)(100 uM) 1

T4 DNA Ligaz (5U/ul) 1

DNA 20
Toplam 40

Hazirlanan bu karisim (Tablo 8) 22°C’de 30 dk inkiibasyona birakiimistir. inkiibasyonun
sonunda bir dnceki basamakta (Bolim 3.2.1.1.6. Sanger Sekanslama) anlatilan yikama
islemleri Qiagen Minelute PCR Purification Kit kullanilarak gergeklestiriimistir. Boylece

adaptdr eklenmis olan DNA molekilleri saflastiriimistir.

3.2.3.1.3. Adaptor Doldurma
Bu basamakta, daha once eklenmis olan adaptorlerin esit uzunlukta olmayan uclari

Tablo 9’daki karisim eklenerek doldurulmustur.



Tablo 9: Adaptor doldurma karigimi.

Adaptér doldurma Karigimi Hacim (ul)
H.O 14,1
Thermopol Tampon (10X) 4,0
dNTPs (25 Mm) 0,4

BST Polymerase, LF (8U/UI) 15

DNA 20
Toplam 40

Karisim (Tablo 9) hazirlandiktan sonra 37°C’de 20 dakika, 80°C'de 20 dakika
inkibasyona birakilmistir. Kirk dakikanin sonunda ornekler eder hemen devam
edilmeyecek ise bir sonraki asamaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Elde edilmis

olan bu karigim, katuphane DNA’sI olarak isimlendirilmistir.

3.2.3.1.4. QPZR Karigimi

Bu basamakta, hazirlanan antik DNA kutuphanelerinin PZR ile ¢ogaltiimasi oncesi
kutiphane konsantrasyonlarinin belirlenmek ve her bir érnekten yaklasik olarak esit
miktarda ¢ogaltabilmek amaciyla LightCycler® 480 SYBR Green | Master kit kullanilarak
kantitatif PZR (QPZR) yapilmig ve kutiphanelerin gdzlemlenebilir ortalama dongu

sayllari tespit edilmigtir.
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Tablo 10: Kantitatif PZR (QPZR) karigimi.

QPZR Karigimi Hacim (ul)
Sybr green (2X) 12,5

IS7 (10 pM) 0,5

IS8 (10 uM) 0,5

H,O 10,5
Kltiphane DNA’si 1

Toplam 25

Hazirlanan karigim, 96’lik plate/plakaya her bir ornek igin 2 tekrari olacak sekilde
dagitilmistir. Oncelikle 24 pl karisim (Tablo 10) dagitiimis sonra sirasi ile numunelerden
alinan 1 ul'lik aDNA eklenmigtir. Plate seffaf film ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde

kapatilmigtir. Ardindan Roche Lightcycler 480 QPZR cihazina yerlestiriimistir.

3.2.3.1.5. Kittiphane PZR Hazirhgi

QPZR sonucunda donguleri belirlenmis olan kutlphaneleri zenginlestirmek amaciyla
Tablo11’de dzetlenen PZR karisimi hazirlanmistir. Burada her bir 6rnek i¢in 6 adet PZR
gergeklestirilmistir. Orneklerin her biri ayri bir indeks (birbirlerinden 7 baz farklihk

gosteren kisa sentetik nikleotit dizileri) ile isaretlenmis ve gogaltiimigtir.
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Tablo 11: Kutliphane PZR karigimi.

Kutiphane PZR Karigimi Hacim (ul)
dH,O 15,25

Tag Buffer (10X) 2,5

MgCl, (25 mM) 2,5

dNTPs (25 mM) 0,25

I1S4- short ampl (10 mM) 0,5

Indeks (10 mM) 0,5
Amplitaq Gold (5U/ul) 0,5
Kutiphane DNA’si 3

Toplam 25

Hazirlanan karigimdan 21,5 ul her bir tupe dagitiip ve her bir ornek igin dnceden

belirlenen indekslerden 0,5 pl eklenmis ve en son olarak da 3 yl aDNA ilave edilmis ve
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PZR hazirlanmistir. Hazirlanan kutiphane PZR’lari dongl numaralarina gére Tablo

12’de verilen kogullarda ¢ogaltilmistir.

Tablo 12: PZR programi.

PZR Basamaklari Sicaklik Sire
Ik gift zincir ayrilmasi 94°C 12 dk
Cift zincir ayrilmasi 94°C 30 sn
Yeniden birlesme 60°C 30 sn
Uzama 72°C 45 sn
Son ekstansiyon/uzama 72°C 10 dk
Tutunma 4°C sabit




3.2.3.1.6. Zenginlestirilmis Kiitiiphanelerin AMPure Boncuklari ile Saflagtiriimasi

PZR ile c¢ogaltiimis olan ornekler tek bir tupte toplanmis ve boyutlarina gore aDNA
molekilleri Agencourt AMPure XP (Katalog numarasi: A6388) manyetik boncuklari

kullanilarak temizlenmigtir. Uygulanan basamaklar Sekil 5’de gosterilmistir.

{, Agencourt
AMPure XP Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer ~ Transfer
R.9F €? L9 e ®
o 4 T g §5.22443 i oacq
- ». A M‘.:k .
A S D (_— & D “ 9
% % T vy e
- Magnet - Magnet Magnet -
- - - - - -
1 2 3 4 5 6
Sekil 5: PCR Urdnlerinin AmPure Beads ile temizlenmesi

(https://research.thcrc.org/content/dam/stripe/hahn/methods/mol_biol/Agencourt%20AMPure%20XP.pdf)

Her bir drnek icin 3 set tup hazirlanmis ve tupler 30 dk UV’lenmistir. Ampure beads oda
sicakliginda en az 30 dk bekletiimistir. Deneyde yikama esnasinda kullanilacak olan

%70’lik etanol ise deneye baslamadan hemen 6nce hazirlanmigtir.

Toplam 6 adet olan her bir PZR 6rnegi tek tupte birlestiriimis (25 uLx6) ve tupler santriflj
edilmistir. TUplerin GUzerine 75 yl AmPure beads ilave edilmis, vortekslenmis ve takiben
kisa bir santrifij yapilmistir. Santrifij sonrasinda numuneler 5 dk oda sicakliginda
bekletilmistir (Sekil5, 1. asama). inkiibasyon sonrasinda manyetik tiipliik Uzerine
numuneler alinip 1 dk bekletilmistir. Manyetik tipluk Uzerinde, manyetik boncuklar tupin
duvarina toplanmis ve supernatant temiz bir sekilde tlipte kalmistir (Sekil 5, 3. asama).
Ardindan yeni bir tipe supernatantlar dikkatlice aktarilmistir. Tupte kalan manyetik
boncuklarin Gzerine 20 yl TE Buffer eklenmis ve —20°C’de saklanmistir. Yeni tlpe
aktariimis ve kisa aDNA fragmanlarini iceren supernatant Gzerine 270 pl AmPure
Beads eklenmig, vortekslenmis takibinde kisa santrifij yapilmis ve 10 dk oda
sicakhiginda bekletilmistir. Tdpler manyetik tuplige vyerlestiriimis ve 3 dakika
bekletiimistir. Bekleme sonrasinda kenara toplanmis olan manyetik boncuklara


https://research.fhcrc.org/content/dam/stripe/hahn/methods/mol_biol/Agencourt%20AMPure%20XP.pdf
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dokunulmadan supernatantlar atilmig ve yikamanin ilk basamagina gegilip boncuklar
uzerine %70’lik etanolden 200 ul eklenmis ve akabinde vortekslenmis ve kisa santrif(j
yapilmistir. SantrifGjin ardindan numuneler manyetik tlplige tasinmistir (Sekil 5, 4.
asama). Gozle gorulecek dizeyde durulmus olan solisyondan supernatant
uzaklastirilmigtir. Yikama basamagi ayni sekilde 3 kez tekrarlanmistir. Son basamakta
supernatant uzaklastiriimig ve tuplerin kapaklari ayni anda acilmis tip duvarinda kalan
etanolin buharlagsmasi beklenmistir. Alkol kalmamasina onem gosterilmistir. TUplerin
icerisinde alkol olmadigindan emin olduktan sonra sirasi ile tiplere 36 ul TET Buffer
(Qiagen PCR purification kit, TE Buffer + %0,05 Tween 20) eklenmistir (Sekil 5, 5.
asama). Tupler 20 saniye vortekslenmis ve kisa bir santrifuje tabi tutulmus ardindan 5 dk
oda sicakliginda bekletilmistir. Manyetik tupluge taginan tupler 5 dk bekletiimis ve sonra

supernatantlar yeni tipe aktariimistir (Sekil 5, 6. asama).

3.2.3.1.7. Kitiiphane Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Bu basamakta, oOrneklerdeki aDNA miktarlarinin konsantrasyonu Agilent 2100
Biyoanalizor cihazi kullanilarak olgulmustur. Bu analizde Agilent Technologies High
Sensitivity DNA Kiti'nde (Katalog Numarasi: 5067-4626) yer alan bir molekuiler merdiven
(Sekil 6) referans olarak kullaniimistir. Bu merdiven, konsantrasyonlari bilinen 15 farkli
uzunluktaki referans fragmandan olugsmaktadir. Biyoanalizor cihazi bu referans
fragmanlara gore orneklerin konsantrasyonlarini ve uzunluklarini degerlendirir ve

kUtuphanelerin icindeki DNA miktarini Olger.
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Sekil 6: Merdiven olarak 15 farkli okuma, érneklerin uzunluklarini (bp) belirlemede énemlidir.



Antik DNA calismalarinda grafiklerde beklenen deger genellikle 150-180 bp
araligindadir. Bu analizi yapilirken Agilent 2100 Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kiti
kullanilmigtir. Kit icerisinde 4 farkli tup yer almaktadir. Analiz icin gerekli olan jeli
hazirlamak igin bu tlplerden kirmizi (High Sensitivity DNA Gel Matrix) olanina mavi
(High Sensitivity DNA Dye Concentrate) olan tupten 15 yl eklenmis ve vortekslenmis,
tlp icerisindeki spin filtre atilmistir. Sonrasinda 2240X g’de 15 dk santriflij edilmigtir. Jel
hazirlandiktan sonra Sekil 7’de gorllen ¢ip Uretici firmanin talimatlar takip edilerek
yuklenmistir. Kisaca; 9 pl jel ‘G’ olarak belirtilen kuyucuga yuklenmig ve 1 ml'lik siringa
ile hava basinci uygulanmis, 1 dk beklenmis ve siringa attirrmistir. Sonra diger 3 G
kuyucuguna da 9 pl jel ylklenmistir. Sirasi ile tim kuyucuklara 5 pl High Sensitivity DNA
Markers 35/10380 bp yuklenmistir. Bu kuyucuklardan L ile adlandiriimis olana 1 pl High
Sensitivity DNA ladder yuklenmistir. Diger 11 kuyucuga da ornekler 1 pl olacak sekilde
yuklenmis ve 1 dk boyunca vortekslenmistir. Sonrasinda ¢ip Agilent 2100 Bioanalyzer
cihazina yerlestiriimis ve yurutulmusttr. Bu analiz sonucunda gipe yuklenmis olan her bir

kUtiphanenin konsantrasyonu (nmol/L) elde edilmigtir.

Sekil 7: Biyoanalizér igin kullanilan mikrogip. 11  kuyucuk Ornek-1 kuyucuk da marker igin kullaniimaktadir
(https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/G2938-90321_SensitivityDNA_KG_EN.pdf).

3.2.3.1.8. Kiitiiphanelerin On Tarama Dizilemesi igin Birlestirilmesi

On taramada dizilenecek olan drneklerin bir araya getiriimesi igin drneklerin her birinin
konsantrasyonlarinin 10 yM olmasi gerekmektedir. Bu hesabi yaparken biyoanalizor
sonuglarindan elde edilen DNA konsantrasyonlari (Molarite, pmol/l) dikkate alinmistir.
Tupteki son hacmin 1000 pl olmasi hedeflenmistir. Son hacim belirlendikten sonra
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ornekler dizilemenin yapilacagi firmaya (SciLife Lab, Stockholm) gonderilmigtir. Firma

orneklerin yuratulmesinde Illlumina HiSeq 2500 platformunu kullandigini bildirmistir.

3.2.4. Tim Genom Hesaplamali Caligmalar

Tam ornekler lllumina HiSeq platformundaki ( SciLife Lab, Stockholm) bir seritte dusuk
kapsama shotgun dizilimi kullanilarak taranmigtir. Veriler insan genomuna hizalanmis,
insan okumalarinin orani belirlenmisg ve orijinalligini degerlendirmek i¢in okuma
bayuklugt dagilimi ve sitozin (C) deaminasyonu ile ilgili uyumsuzluk kaliplari
cahsiimigtir. Daha sonra %1 otantik insan DNA'sI veren ornekler segilmigstir (5 'ucunda
>%25 C — T mutasyonlarn) (Schubert vd., 2012; Skoglund vd., 2014). Tim

biyoenformatik analizlerde Compevo ekibi’nin data seti kullaniimigtir.

3.2.4.1. Hiseq Sekans Veri isleme

Her bir kUtiphaneden okunan c¢ift ug, ham FASTQ dosyalarinda kalan adaptor
sekansinin giftler arasinda en az 11 bg ortisme ile Adaptor Kaldirma (REF) kullanilarak
cikarildiktan sonra birlestirilmistir. Birlestirilen okumalar, BWA aln/samse (REF) versiyon
0.7.15 parametreleri kullanilarak insan mitokondriyal dizisinin (REF) verilerini de igeren
insan referans genomuna (versiyon hs37d5, GRCh37 ve Revize Cambridge Referans
Dizisine (rCRS) ait verileri icerir) "-n 0.01, -0 2 and -1 16500" parametrelerini kullanarak
(REF)) hizalanmstir.

G25 numaral bireyin ¢oklu kUtUphaneleri birlestirilerek ve ayni baslangic ve bitis
koordinatlarina sahip PZR kopyalari (duplikeleri) FilterUniqueSAMCons.py (REF)
kullanilarak kaldirilmistir. Ayrica insan referans genomuna >%10 uyusmazlik gdsteren,
uzunlugu <35 baz cifti ve esleme kalitesi <30 olan okumalar da trim BAM kullanilarak
kaldinlmigtir (Jun et al. 2015).

G25 numarali bireyin dizisinin referans diziye hizalanmasindan sonra da diger antik
populasyonlar ile karsilastiriimalarin yapilabilmesi icin  TNP’lerinin  belirlenmesi
gerekmektedir. TNP’ler, samtools ve pileupCaller
(https://github.com/stschiff/sequenceTools) araglari kullanilarak belirlendi (Altmann vd.,
2012, Li vd., 2008;

https://www.illumina.com/Documents/products/technotes/technote snp caller sequencing.pdf).
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Belirlenen TNP’ler listelendi ve diger antik populasyonlarin yani sira modern ornekler ile
de degerlendirilmistir. Modern orneklerin kalitesinin yuksek olmasi dolayisiylada rastgele
secilmis olan heterozigot alleller python platformu Uzerinde haploidize edilerek

degerlendiriimeye alinmistir (Alioglu, 2018).

3.2.4.2. Biyolojik Cinsiyet Tayini

Tum orneklerin molekuler cinsiyetini belirlemek icin minimum taban ve haritalama
kalitesinde 30 okumadan sonra, hem Ry yontemi (Skoglund vd., 2013) hem de RXx
yontemleri (Mittnik vd., 2016) kullanilmigtir.

3.2.4.3. Anasoylu Haplogrup Tahmini

mtDNA haplogruplari, PhyloTree'nin 17. versiyonuna dayanan HapleGrep2 (REF)
kullanilarak elde edilmistir (http://www.phylotree.org/).

3.2.4.4.Temel Bilesenler Analizi (TBA-PCA)

TBA, matematiksel olarak verilerin boyutunu indirgeme yontemidir. Buyuk bir veri
setindeki degdiskenleri, bilgilerini koruyacak bicimde kuguk ve anlasilir yeni degiskenlere
indirgemek icin kullanilan bir platformdur. PC1 (Principal Component 1) olarak
isimlendirilen birinci temel bilegsen yeni vektorleri olusturur. Bu yontem, birgok ornek
arasindaki varyasyonu ozetleyip gorsellestirerek, cok boyutlu veri Uretilen birgok biyolojik
calismada veri kalite kontroli ve ornekler arasindaki cgesitliligi anlamak amaci ile
kullanilir. TBA, verilerin orijinal gesitliligini koruyarak verileri en yuksek veri gesitliligine
sahip olan iligkisiz, ortogonal boyutlara (bilesenlere) sikigtirmanin bir yoludur. Pozisyon
ve TNP bilgilerini kullanarak, ikiser ikiger bireyler arasinda verilen birey sayisi kadar
boyutta eigen vektorleri olusturulur ve daha sonra iki farkh boyut (genelde PC1 ve PC2)
kullanilarak bir grafik gizilir. Populasyonlarin birlikte kiimelenmesi esas alinarak, genetik
yakinliklarina dair yorum yapilabilir (Alioglu, 2018). Human Origins SNP Array veri
setinden gunumuz Bati Avrasya populasyonunun bilesenleri inga edilmistir. Antik bireyler
ise ilk iki ana bilesen Uzerine proje edilmistir. Sonuglar R platformu (https://www.r-

project.org/) kullanilarak antik ve modern Bati Avrasya ornekleri ile gizilmistir (Alioglu,
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2018). TBA kullanilan populasyon verileri; Human Origins’den alinmistir (Lazaridis vd.,
2014, Lazaridis vd., 2016).

Tablo 13: TBA ve f4 testlerinde kullanilan populasyonlar ve referanslari. *HO: Human Origins dataseti.

Populasyonlar Referans

Villabruna HO*, Lazaridis vd., 2014, 2016, 2017
ElMiron HO, Lazaridis vd., 2017, Fu vd., 2016
Natufian

HO, Lazaridis vd., 2014, 2016, 2017

Levant-N

HO, Lazaridis vd., 2016, 2017
Levant-Chl HO
Levant-BA

HO, Lazaridis vd., 2016, 2017
Iran-Hotulllb HO, Lazaridis vd., 2017
Iran-N

HO, Lazaridis vd., 2016
Iran- Chl

HO
Iran-1A HO, Lazaridis vd., 2017
Iran-Med HO
CHG

HO, Lazaridis vd., 2016,2017
Armenia-Chl

HO, Lazaridis vd., 2016, 2017
Armenia-BA HO, Lazaridis vd., 2017

Greece-N HO, Lazaridis vd., 2017



Minoan HO, Lazaridis vd., 2017
Mycenaean HO, Lazaridis vd., 2017
Pinarbasi HO

Tepecik-Ciftlik HO, Lazaridis vd., 2017
Bargin HO

Bargin-Chl HO

Kumtepe Lazaridis vd., 2017
Ovadren-EBAII HO
Kalehoylk-OldHittite HO

Harmanéren-BA Lazaridis vd., 2017
Kalehdylk-Ottoman HO
Kalehdylk-Assyrianllic HO
Kelehdylk-Helenistic HO

Turkish-Present day HO

3.2.4.5. f4 istatistigi Testi

D-istatistigi Sekil 8'de de gosterildigi gibi agag olarak gorsellestiriimigtir. Bu agacgta her
bir populasyon bir harf (D(Z,Y,X;W)) ile ifade edilir ve formll olarak %(P(BABA -
ABBA)IP(BABA + ABBA)) kullanilir. Adacta yer alan Z harfi dig grubu temsil eder. Sekil
8’'de gosterildigi gibi “BABA” durumu, Z ve Y populasyonlarinin allellerinin ayni olmadigi
fakat diger taraftan Z ve X ile W ve Y populasyonlarinin alellerinin ayni oldugu durumu

aciklar. “ABBA” ise Z ve Y populasyonlarinin allellerinin ayni olmayip, X ve Y ile Z ve W
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populasyonlarinin allellerinin ayni oldugu durumu betimler. D skoru (Z skoru) degeri
kullanilarak, test edilen 6rnegin diger iki populasyondan/bireyden hangisi ile daha fazla
gen akigl oldugunu belirlenir. D-istatistigi sonuglarinin nasil yorumlandigi asagida bir
ornekle aciklanmistir. Yapilan hesaplama sonucunda elde edilen deger pozitif (6rnegin
0,3) ise W populasyonu X’e gore Y populasyonu ile daha fazla alel paylasir. Buna karsin
eger elde edilen deger negatif (6rnegin -0,3) ise X populasyonu, W’ye goére Y
populasyonu ile daha fazla alel paylastigi sdylenebilir. Sonuglari yorumlarken elde edilen
degerin istatistiki acidan énemli olup olmadigi Z-skoru degeri ile anlasilir (Durand vd.,
2011; Alioglu, 2018; Schaefer vd., 2016).
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W X Y Z
B A B A
A B B A

Sekil 8: D-istatistigi agaci (Alioglu, 2018).

Bu tez calismasinda D-istatistigi hesaplamak igin “AdmixTools” programinin “gpDstat”
opsiyonu kullanilmistir (Patterson vd., 2012). Program igerisinde D skoru igin standart
hata (weighted block jackknife) (Busing vd., 1999) olarak adlandirilan ydntemle ile
hesaplanmigtir. Jackknife, kisitlayici dagitim varsayimlari yapmadan 6nce yanhlik ve
tahminlerin varyansinin hesaplanmasini amaglayan yeniden ornekleme yontemidir.
Standart hatalarin sayisi, normal dagilima sahip Z-skorunu olusturur. Z-skoru eger 2’den
blylk veya esitse hesaplanan D istatistigi sonucu anlamlidir (Alioglu, 2018; Schaefer
vd., 2016).

3.2.4.6. Tim Genom Verisinde Kontaminasyon ve Kalite Kontrol Testleri

Elde edilen tim genom verisinin otantikligini degerlendirmek igin U¢ yaklagim
kullanilmigtir; (1) tim o&rneklerde sitozin deaminasyonunun neden oldugu antik DNA
spesifik hasar paternlerinin incelenmesi, (2) erkeklerde X kromozomu bazli kirlenme

tahmini, (3) mtDNA temelli kirlenme tahmini.

Otantik DNA'y1 gosteren hasar paternlerine sahip tim veriler asagi akis analizleri igin

kullaniimigtir.



3.2.5. Kontaminasyonu Engelleyici Onlemler ve Otantiklik

Kontaminasyonu elimine etmek igin alinan énlem deneylerin daha 6nceden hi¢ modern
insan DNA o6rneginin izole edilmedigi ve sadece antik DNA ¢aligmalarinin yapildigr ayn
bir antik DNA laboratuvarinda yapiimistir. Bunun yani sira Ottoni vd. (2011)
calismasinda uygulanan kriterler uygulanmistir. Tek kullanimlik malzemeler, yuz
maskeleri, eldivenler, tim viucut laboratuvar giysisi (tulum ve botlar gibi) ve filtreli pipet
uclari kullaniimistir. Ornekler arasinda olusabilecek kontaminasyonu énlemek amaciyla
deneysel sarf malzemeler sik sik degistirilmistir. Bunun yani sira plastik malzemeler ve
tezgahlarin Gzeri %9%’lik sodyum hipokloritle silinmis ve metal malzemeler ve/veya
kullanilan techizatlar DNAse AWAY (Thermo Fisher, 7010, MBP DNA Away®)
solusyonu ile temizlenmistir. Deneylerin bitiminde sonra temiz oda UV isinlariyla (254

nm) sterili edilmistir.

Deney asamasinda DNA izolasyonu ve PZR basamaklarinda herhangi olasi
kontaminasyonu saptamak amaciyla her deney seti icin negatif kontrol kullaniimigtir.
Yukarida bahsedilen kontaminasyon onlemlerinin alinmasi disinda c¢alisan orneklerin
otantiklik durumlarina da bakilmistir. Antik DNA c¢alismasinda otantiklik, nukleotitlerin
donugumleri ile belirlendiginden mtDNA ve tum genom analizlerinde ayri ayri

degerlendirilmistir.

mtDNA calismalarinda otantiklik degerlendirmesi 3 izolasyon ve her bir izolasyondan
elde edilen farkli PZR dizilerinin degerlendirilmesi ile yapiimistir. Ayni 6érnege ait olan en
az 3 dizide degisim gdsteren nukleotitler not edilmistir. Bu asamada donlsum saglayan
bazlarin % oraninda olanlari otantiklik kriteri olarak dikkate alinmigtir. Diger yontem
olarak kullanilan tum genom c¢alismasinda da otantiklik kriterlerine bakilmigtir. Tam
genom calismasinda elde edilen sekanslarin bazi fragmanlarinin ters yuz tekrarlarinda
ya da PZR tekrarlarinda 6lum sonrasi nukleotit degisimleri (bknz. Sekil 20-24)
gorulmustir. aDNA'nin 3° ve 5 wuglarinda gozlemlenen 6lium sonrasi nukleotit
hasarlarinin sikliginin hesaplanmasi olarak da ifade edilen PMD Green vd., (2010)
calismasinda aDNA'nin degrade olmasi ile 5 ve 3’ uglarinda C->T ve G->A
transisyonlarinin (transition) (bknz. Tablo 20-21) olustugunu gostermis ve bunu bir

otantiklik testi olarak kullaniimasi 6nerilmistir. Bu transisyonlarin genellikle C'den T’ye
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donusum biciminde oldugu yapilan calismalardan bilinmektedir (Hofreiter vd., 2001;
2012). Bu yontem ile mutasyonlarin polimorfizm veya dizileme hatasi olup olmayacagi
da test edilmektedir. Olim sonrasi nikleotit degisimlerin de genel bir kabul olan
mutasyon oraninin %20’den buyuk olmasi antik érnekten elde edilen DNA’nin otantik
oldugunu goOstermektedir. Bu amagla, deaminasyon kaynakli hasarlarin sikhgini
hesaplamak icin “PMDtools” kullaniimigtir (Skoglund vd., 2014). Her bir antik ornek igin,
referans genomda G ve C olmasi beklenen pozisyonlardaki mutasyonlar belirlenmis ve

sonuglar R kullanilarak gizilmistir.

3.2.5.1. Otantiklik igin Beklenen Kriterler

mtDNA icin kullanilan otantiklik kriterleri (Hofreiter vd., 2001; Paabo vd., 2004; Yang vd.,
2003; Yaka, 2015 ve Green vd., 2010);

° Orneklerin PZR kontrollerinin yapilmasi.
° Ayni ve/veya farkli érneklerden tekrarlanan amplifikasyonlarin uygulanmasi.
° MtDNA'ya cekirdek kalintilarinin girdilerinden arindirmak.

Tum genom i¢in kullanilan otantiklik kriterler (Green vd., 2010; Krause vd., 2010);

° Amplifikasyonu yapiimis olan DNA molekdllerinin sayilmasi veya élgulmesi.
° Amplifikasyon sonucu elde edilecek olan uzunlugun kontrol(.

° DNA molekullerinin ug¢ kisimlarindaki ntkleotitlerin dontasimu.

) mtDNA heterozigotluk kontrollerinin yapilmasi.

3.2.6. Galisma Grubunun Modern DNA Galismalari

3.2.6.1. Caligma Ekibinden Kaynakli Olasi Kontaminasyonun Test Edilmesi

Antik DNA calismalarindaki hedeflerden biri kontaminasyonu 6nlemek ve olasi
bulagmalari da minimum duzeye indirmektir. Antik 6rnekler icin kullanilan laboratuvar
calisma alani 6zel kosullara sahip olsa da orneklerin alandan toplanmasi ve molekuler

calismalar icin 6rneklerin secilme asamasina kadar modern DNA bulagsma olasiligi
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vardir. Boyle bir durumun gergeklesip gerceklesmedigini anlamak icin molekuler
calismalari ve antropolojik ¢calismalari yuaruten kisilerin mtDNA HVRI ve HVRII bdlgeleri
de calisiimistir.

3.2.6.2. Yanak igi Siiriintiisii

Modern &rneklerin molekller calismalari kisilerin (Antropoloji ¢alismalarini yaraten,
Arastirmaci 1, Molekuler galismalar yuraten, Arastirmaci 2 ve Arastirmaci 3) yanak
icinden alinan epitel doku sdruntulerinden yapilmigtir. Yanak epitel dokusu, tek
kullanimlik DNA buccal swap fircalari ile alinmistir. Ornek iceren firga 1,5 ml eppendorf
tup icerisine alinmistir ve Uzerine 300 pl Lysis Buffer eklenmigtir (Qiagen 5 Prime
Archive Pure DNA Tissue Extraction Kit).

3.2.6.3. Yanak igi Siiriintii Orneklerinin DNA izolasyonu

Lysis Buffer eklenmis olan modern ornekler 56°C de 1 gece inkubasyona birakilmigtir.
inkiibasyondan sonra tiip icerisindeki firca uzaklastirilmis ve kit igerisindeki izolasyon
protokollU uygulanmistir. Protokolin takibinde elde edilen modern DNA'y1 ¢ogaltmak igin

PZR uygulanmistir.

3.2.6.4. Yanak igi Siiriintii Orneklerinin Amplifikasyonu

Modern DNA izolatlari, antik 6rnekler ile karsilastirilacagindan bu drneklerde kullanilan
primerler ile mtDNA’nin HVRI ve HVRII bolgeleri ¢codaltiimistir. Modern drneklerde de
HVRI bdlgesi icin A primerinin forwardi ve E primerinin reverse kullaniimig, HVRII
bdlgesi icin de F primerinin forwardi ile G primerinin reverse segilmistir. Kullanilan
primerlerin uzunluklari ve uygulanan yontem Ottoni vd., (2011) calismalarina goére

uygulanmigtir. Primerlerin detayh bilgileri Tablo 14’de verilmigtir.
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Tablo 14: Yanak igi surtintl 6érneklerinde kullanilan primerler (HVRI igin F16008- R16366, HVRII igin F48-R285, Ottoni vd., 2011).

mtDNA Bolgesi  Primer Primer Dizisi Uzunlugu (bp) Fragman
HVRI F16008 5'- CCCAAAGCTAAGATTCTAAT -3' 359 A
HVRI R16366 5'- TGAGGGGGGTCATCCATG -3’ 359 E
HVRII F48 5'- CTCACGGGAGCTCTCCATGC -3' 217 F
HVRII R285 5'- GTTATGATGTCTGTGTGGAA -3’ 217 G

Elde edilen DNA izolatlarini ¢ogaltmak icin modern orneklerde uygulanan PZR
karigsimlari yapilmigtir. Bu PZR karigimlarinin bilgileri Tablo 15’de gosterilmigtir. PZR
sonrasinda uygulanan sicakliklar modern doku olduklari i¢in antik 6rneklerde kullanilan
dereceler ve sireler farkli uygulanmistir. ikinci basamakta 60 kez tekrarlanan antik
ornekler burada 30 kez tekrarlanmistir. PZR sicakliklari ile ilgili detayh bilgiler Tablo

16’de verilmistir.



Tablo 15: Modern 6rneklerin ( yanak i¢i sirlinti 6rneklerinin) PZR karigimi.

PZR Karigimi Hacim (uL)
Nuclease free H20 32,0

Buffer (10X,UV) 5,0

MgCl, (25 mM, UV) 5,0

dNTPs mix (10 mM/each) 1,0

Primers (FWD+REV) (10 uM) 1,0

BSA (UV) (50 mg/mL) 0,5

Taq polymerase (5 U/uL) 0,5

DNA 5,0

Tablo 16: PZR Programi.

1. 2.basamak 3. basamak
basamak X30 kez

94°C 94°C 56°C 72°C 72°C 4°C

45 sn 45 sn 1dk 1dk 5 dk 0




3.2.6.5. Yanak igi Siiriintii Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PZR yontemi ile ¢ogaltilan modern orneklerin jel elektroforezi de antik orneklerle ayni
sekilde degerlendiriimigtir. Kisaca bahsetmek gerekirse, %2’lik agaroz jele 10 ul EtBr
eklenerek jel hazirlanmis ve 5 ul 1XLD (boya) ve 5 ul DNA kullanilarak toplamda 10 pl’lik
karisim jeldeki kuyucuklara sirasiyla yuklenmigtir. 5 pul 50 bp Ladder (merdiven-marker)
da yurutulen 6rneklerin boyunu belirlemek amaciyla ilgili kuyucuga yuklenmig ve 110 V
akim ile yaklasik 45 dakika yuratulmustar. Jel tanktan ¢ikartiimis ve UV 1s1d1 altinda

goruntulenmis, orneklerin galisma durumu degerlendirilmistir.

3.2.6.6. Yanak ici Siiriintii Orneklerinin Hizalanmasi

Elde edilen goéruntllerden istenilen aralikta olan érnekler segilerek Sentegen Firmasina
dizilenmeye gonderilmistir. Firmadan gelen ham veriler, Bioedit programinda (BioEdit
5.0.9 software http://mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) CRS referans dizisi kullanilarak
analiz edilmigtir. BLAST’lanan bu dizilerin insan DNA dizileri oldugundan emin olduktan
sonra haplogrup tayini igin antik orneklere uygulanan tek bir dizi haline getirme

prosedurleri uygulanmis ve polimorfizm noktalari belirlenmistir.

3.2.6.7. Yanak igi Siiriintii Orneklerinin Haplogruplarinin Belirlenmesi

Tek bir dizi haline getirilen modern ornekler phylotree de
(http://www.phylotree.org/tree/index.htm) yer alan polimorfizm noktalari ile eslestirilmis
ve tum degisimleri yansitan haplogrup ve haplotipler belirlenmistir. Belirlenen bu
haplogruplar antik orneklerle karsilastirilmigtir. Ayni olan haplogruplar da tek tek
polimorfizm noktalarina bakilarak antik ve modern o6rnekler arasinda herhangi bir

kontaminasyonun olup olmadigi degerlendirilmistir.
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4. BOLUM
BULGULAR

Bu boélumde tezde yer alan o&rneklerin deneysel ve hesaplamali analizlerinin

sonuglarindan bahsedilmistir.

4.1. mtDNA BULGULARI

Calismada yer alan 10 bireyin dis ve bu 10 birey icinde 5’'inin ek olarak Pars petrosa
orneklerinden 3 kez izolasyon gergeklestiriimistir ve mtDNA kontrol bolgesi 7 fragman
halinde c¢ogaltiimistir (Tablo 17). Birinci ve 3. izolasyonlarda basari goézlenirken 2.
izolasyonda basari gdézlenmemistir. Tablo 17'de de goéruldigu gibi A ve B
fragmanlarinda basari orani en ylksek iken C ve E fragmanlarinda basari orani A ve B

fragmanlarina goére daha azdir.



Tablo 17: Orneklerin izolasyon ve sekanslamada bagarili olan fragman sayilari.

Ornek izolasyon
Numarasi Sayisi A Fragmani B Fragmani C Fragmani D Fragmani E Fragmani F Fragmani G Fragmani
Gl 3 3 3 1 0 0 1 1
G4 3 2 2 1 2 0 0 0
G5 3 2 0 1 1 1 0 0
G11 3 2 1 1 0 0 1 1
G15 3 1 2 0 0 0 0 1
G19 3 1 1 1 1 1 1 1
G21 3 2 2 1 1 1 1 1
G24 3 1 1 1 1 1 0 1
G25 3 3 1 0 1 0 2 1
G28 3 3 0 0 0 0 2 1
Toplam 30 20 13 7 7 4 8 8

4.1.1. Agaroz Jel Elektroforez Goriintiileri

PZR sonucunda dis érneklerinin ve Pars petrosa kemik érneklerinin tamaminda basari
elde edilmigtir. Birinci izolasyonun B fragmaninin negatif kontrollerinde bant
gorulmemigtir. G24 numarali 6rnekte bantlasma beklenilen aralikta (bkz. Tablo 5)

gorulmastur (Sekil9).

:
'

Sekil 9: Dis drneklerinin HVRI bolgesinin B fragmaninin 1. izolasyonunun PZR’sinden elde edilen jel gorintisu. Sari ile isaretli olan
molekiler merdivene gdre bantlagsmalarin bg uzunluklari belirlenmistir. Yesil ile isaretlenmis olan B fragmaninin kontrol 6rnegidir ve

basarill olmustur. Mavi ile isaretli olan G24 numarali ve G25 numarali 6rneklerde de basarili olarak bantlagsma gorilmustar.
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G1, G4, G5, G11, G15, G19,G21, G24, G25 ve G28 numarall dis Orneklerinin jel
goruntisunde goruldugu Uzere beklenen (bkz. Tablo 5) uzunlukta bantlar elde edilmigtir
(Sekil10).

Sekil 10: Dis 6rneklerinin HVR-I bolgesinin A, C ve D fragmanlarinin 1. izolasyonun 2. PZR’sinden elde edilen jel goriintisi. Kirmizi
ile gosterilen PZR kontrolleri negatif cikmistir ve kontaminasyon olmadigini aciklamaktadir. Yesil ile gosterilenler ise bize 6rneklerin
istenilen aralikta calistigini géstermektedir.

Birinci izolasyonunun E, F ve G fragmanlarindaki jel goérUntuleri Sekil 11’de yer
almaktadir. G1, G4, G5, G11, G15, G21, G24 ve G25 numaral bireylerin A, C ve D

fragmanlarinda istenilen araliktan farkl bantlagsmalar gérulmuastur.
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Sekil 11: Dis érneklerinin 1. izolasyonunun HVRI bélgesinin E fragmani ile HVRII boélgesinin F ve G fragmanlarinin 3. PZR’sinden
elde edilen jel gorintisiu. Kirmizi ile isaretlenmis olan PZR negatif kontrollerinde basarili olmadigini agiklayan bantlagsmalar
gorilmustur. Mor ile isaretlenmis olan 6rneklerde ise beklenildigiden daha fazla b¢ uzunlugunda bantlagsma ve sinyaller gérilmustur.
Sekil 12'de izlenebilecegi gibi dig orneklerinin 1. izolasyonunun 4. PZR’sinin A
fragmaninin Blank 1, Blank 2 ve HYA 1 ile B fragmaninin Blank 1, Blank 2 ve HYA 1
negatif kontrolleri basarili olmustur. Ancak A fragmaninin HYA 2 ve B fragmaninin HYA
2 negatif kontrollerin de basarisizlik gozlenmistir. Bu nedenle 1. izolasyonun 4.
PZR’sinin tUm negatif kontrollerinde jel elektroforez uygulanmigtir. Yapilan kontrollerin
sonuglari negatif cikmigtir (Sekil 13).
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Sekil 12: Dis 6rneklerinin 1. izolasyonunun HVRI bdlgesinin A ve B fragmanlarinin 4. PZR’sinden elde edilen jel gorintisu. Lacivert
ile isaretlenmis olan negatif kontroller basaril bir sekilde gériilmektedir. Turuncu ile isaretli olan negatif kontrollerde ise primer dimer
oldugu duslnulen bantlagsmalar yer almaktadir. Mavi ile gosterilen o6rneklerin tamaminda ise basarili olarak bantlagsmalar

gorulmektedir. Sari ile isaretli olan G15 ve G24 numarali 6rneklerin A fragmaninin galismadigi goérulmektedir.

Sekil 13: Dis 6rneklerinin negatif kontrollerinin 1. izolasyonunun HVRI bolgesinin A ve B fragmanlarinin 5. PZR’sinden elde edilen jel
goriintlist. Kontrol amagli yapilan PZR1, EXT1, HYA1, HYA2, EXT2 ve PZR2 negatif kontrollerinde bantlasma gorilmemistir.

Sekil 14, 15 ve 16’da gorulebilecegi gibi dis drneklerinden elde edilen 2. izolasyonundan
HVRI ve HVRII bdlgelerinin A, B, C, D, E ve F fragmanlarina ait PZR jel géruntileri yer
almaktadir. A, B, D ve E fragmanlarinda basarili bantlasmalar gézlenmis ancak C ve F

fragmanlarinda basarili bantlasmalar goéralmemisgtir.



Sekil 14: Dis 6rneklerinin 2. izolasyonunun HVRI bdlgesinin A ve B fragmanlarinin 1. PZR’sinden elde edilen jel goriintiisi. Pembe
olarak isaretlenmis orneklerde basarili olarak bantlasma gorilmustur. Yesil olarak isaretlenmis negatif kontrollerde bantlasma
gorilmemis ve sonug basarili olmustur.

Sekil 15: Dis orneklerinin 2. izolasyonunun HVRI bélgesinin C ve D fragmanlarinin 1. PZR’sinden elde edilen jel gorintisu (C

fragmanlarinda olumsuz bantlagsma) .
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LADDER

Sekil 16: Dis 6rneklerinin 2. izolasyonunun HVRI bélgesinin E fragmani ile HVRII bélgesinin F fragmaninin 1. PZR’sinden elde edilen

jel géruintisu (F fragmaninda olumsuz bantlagsma).

Sekil 17°de gorlldugu gibi 1. ve 2. izolasyonlarin ardindan 3. izolasyon yapilmistir ve

orneklerin tamaminda istenilen b¢ araliginda bantlagsma gorulmastar.

Sekil 17: Dig 6rneklerinin 3. izolasyonunun HVRI bélgesinin A ve B (yesil ile isaretli olan 6rnekler) ile C ve D fragmanlarinin (mor ile
isaretli olan 6rnekler) 1. PZR’sinden elde edilen agaroz jel elektroforez gériintisi. Hem yesil hem de mor ile isaretlenmis olan

ornekler de basarili olarak bantlasma gorilmustur.
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Sekil 18’de goruldugu gibi modern drneklerin yanak ici surantulerinin mtDNA HVRI (A-E

fragmani) ve HVRII bolgelerinin (F-G) jel goruntuleri yer almaktadir.
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Sekil 18: Modern 6rneklerin HVRI ve HVRII jel goriintusa.



4.1.2. Bioedit Sonuglari

Sekil 19, 20 ve 21’de goruldugu uzere G19, G21 ve G24 numarali dig 6rneklerinin HVRI
bolgesinin A, B, C, D ve E fragmanlari ile HVRII bolgelesinin F ve G fragmanlari u¢ uca
eklenerek CRS referansina gore degdisim gdsteren nikleotitler isaretlenmistir. Degisim
goOsteren bu nikleotitler Sekil 2'de bahsedilen pylotree’de yerleri bulunarak haplogruplari
J1d, H2 ve R olarak belirlenmistir.
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Sekil 19: G19 numarali dis 6rneginin HVRI ve HVRII bolgelerinin tim fragmanlarinin CRS’ye gore Bioedit ile diizenlenmesi. Yukarida
mavi ok ile gosteriimis olan HVRI bdlgesindeki 16069. pozisyonda C>T, 16126. pozisyonda T>C ve 16193. pozisyonda C>T
gorulmektedir. HVRII bolgesinde ise 65. pozisyonda T>A, 73. pozisyonda A>G, 133. pozisyonda T>C ve 152. pozisyonda T>C

degisimleri gorilmektedir.
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Sekil 20: G21 numarali dis 6rneginin HVRI ve HVRII bdlgelerinin tiim fragmanlarinin  CRS’ye goére Bioedit ile dliizenlenmesi.
Yukarida mavi ok ile gésterilmis olan HVRI bélgesindeki 16188. pozisyonda C>T, 16193. pozisyonda C>T ve 16311. pozisyonda
T>C gorlilmektedir. HVRII bdlgesinde ise 181. pozisyonda A>T, 224. pozisyonda okunamayan baz ve 226. pozisyonda T>G

degisimleri gérilmektedir.
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Sekil 21: G24 numarali dis 6rneginin HVRI bolgelerinin tim fragmanlari CRS’ye goére Bioedit ile diizenlenmesi. Yukarida mavi ok ile

gosterilmis olan HVRI bolgesindeki 16304. pozisyonda T>C, 16311. pozisyonda T>C ve 16384. pozisyonda G>A gorilmektedir.
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4.1.3. Haplogruplarin Belirlenmesi

G19 ve G21 numarali dis orneklerinin HVRI ve HVRII bolgelerine ait tum fragmanlar ile
G24 numarali dis 6rneginin  HVRI bdlgesininin tim fragmanlarindan elde edilen
haplogruplar Tablo 18’de gdsterilmistir. G19 numaral bireyin J1d, G21 numarali bireyin

H2 ve G24 numarall bireyin R haplogruplarina ait oldugu tespit edilmigtir.

Tablo 18: G19-G21 ve G24 nolu bireylerinin HVRI ve HVRII nikleotit dedisimleri ve mtDNA haplogruplari.

Ornek No Haplogrup HVRI Varyasyonu HVRII Varyasyonu
G19 Jid C16069T T65A
T16126C A73G
C16193T T152C
C16261T A263G
G21 H2 C16188T T224d
C16193T T226G
T16311C
G24 R T16304C
T16311C
G16384A

Orneklerle temasta bulunmus olan arastirmacilarin haplogrup analizleri yapildiginda ise
Tablo 19°da yer alan nukleotit varyasyonlari gorulmustur.



Tablo 19: Orneklerle temasta bulunan arastirmacilarin HVRI ve HVRII varyasyonlarina gére ait olduklari haplogruplar.

Ornek Numarasi HVRI Varyasyonlari HVRII Varyasyonlari Haplogrup
Arastirmaci 1 C16069T A73G Jib
T16126C T152C
G16153A A263G
C16193T
Arastirmaci 3 C16354T A263G H2al
Aragtirmaci 2 A16343G A73G U3
G16361A C150T
T195C
A263G

Sekil 22’de Cine-Tepecik toplulugunun G19, G21 ve G24 numarall bireylerinden elde
edilen sekans c¢iktilari, yayinlanmis arkeolojik ve Modern Anadolu insan topluluklarinin
verileri ile karsilastirilarak yapilan PoCA analiz sonuglari gosterilmigtir. Yapilan analiz

sonucunda Cine-Tepecik diger topluluklardan gérece uzakta sol alt kdsede (3. parselde)

kimelenmistir.
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Sekil 22: G19, G21 ve G24 numarali 6rneklerin HVRI sekans verileri ile arkeolojik ve modern Anadolu topluluklarinin (22 poptlasyon)

HVRI sonuglarinin PCoA ile 2D goésterimi (Cine-Tepecik yuvarlak igerisinde gosterilmistir).

4.2. TUM GENOM BULGULARI

Tum genom calismalari 6ncelikle 10 bireyin dis drneginden gergeklestiriimistir. Ancak
gelen 6n dizileme sonuglarinda biyoinformatik analizlerin yapilabilecegi duzeyde basari
elde edilememistir. Sonraki asamada G1, G11, G15, G21 ve G25 numarali bireylerin
Pars petrosa o6rneklerinden tim genom kitiphaneleri hazirlanmistir. On dizileme
sonuglarinda 5 bireyden bir tanesinde (G25 numarali birey) analiz edilebilir duzeyde
icsel DNA ve genom kapsami oldugu gorulmus ve populasyon genetigi analizleri igin
11,000 TNP elde edilmigtir.

4.2.1. QPZR Sonuglari

On bireyin dis 6rneklerinden ve negatif kontrollerinden (HYA1-2, EXT1-2 ve CTLB)
yapillan qPZR dongu sayilari Tablo 20’de verilmistir. Dis orneklerinde DNA varligi
beklenen dongl sayisinda (6-16 arasinda) gdzlenmistir. Ayni sekilde negatif kontrol

tuplerinde de DNA igeriginin olmadigi yine beklenen dongu sayilarina gore belirlenmistir.



Tablo 20: Cine-Tepecik dis 6rneklerinin ve negatif kontrollerin qPZR déngu sayilari.

Ornek No Déngli No 1 Déngii No 2
CTLB 23,28 23,22
EXT1 21,59 22,05
HYAL1 22,69 22,75
Gl 11,26 11,59
G4 9,33 9,47
G5 12,13 12,11
G111 14,58 14,80
G15 10,81 10,55
G19 9,98 10,40
G21 10,02 11,23
G24 10,94 10,77
G25 11,69 12,89
G28 9,48 9,49
HYA2 22,90 24,52
EXT2 22,53 22,63

Tablo 21’da yer alan G1, G11, G15, G21 ve G25 numarali Pars petrosa drneklerinin ve
negatif kontrollerin (CTLB, EXT1, HYA1, HYA2 ve EXT2) qPZR dongu sayilar yer
almaktadir. Pars petrosa Orneklerinde DNA varligi beklenen déngu sayisinda (6-16
arasinda) g6zlenmistir. Ayni sekilde negatif kontrol tiplerinde de DNA kontaminasyonu
olmadigi gPZR sonucunda elde edilen yuksek dongu sayilari ile de onaylanmistir.
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Tablo 21: Pars petrosa 6rneklerinde ve negatif kontrollerde qPZR dongi sayilar.

Ornek No Déngii No 1 Déngii No 2
CTLB 23 23
EXT1 21 22
HYAL1 22 22
Gl 8 8
Gl1 8 8
G15 9 9
G21 9 9
G25 11 11
HYA2 22 24
EXT2 22 23

4.2.2. Biyoanalizér Sonuglari

Dis drneklerinden yapilan biyoanalizér sonuglari Sekil 23’de verilmigtir. Negatif kontrol
olan CTLB ve CT5-12 numarali dig érneginde beklenen pik (Sekil 6) gézlenmistir. Ancak
CT 1-2-3-4-13-14 numarali drneklerde pikler beklenilen yukseklik ve fragman araliginda

g6zlemlenmemistir.

Sekil 24’de goéruldugu gibi Cine-Tepecik G1, G11, G15, G21 ve G25 numarali pars
petrosa orneklerinin ve negatif kontrollerinin biyoanalizér sonuglari yer almaktadir.
Burada negatif kontrollerde ve orneklerin tamaminda beklenildigi aralikta (bknz. Sekil 6)
pikler gorulmektedir.
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Sekil 24: Cine-Tepecik G1, G11, G15,G21 ve G25 numaral pars petrosa 6rneklerinin ve negatif kontrollerinin biyoanalizér sonuglari.

4.2.3. On Dizileme Sonuglari

On bireyin dis genom c¢alismalarinin 6n dizileme sonuglari Tablo 22’de sunulurken G1,
G11, G15, G21 ve G25 numarali bireylerin Pars petrosa genom verilerinin 6n dizileme
sonuglari 21'de yer almaktadir. Tablo 22’de goruldugu Uzere elde edilen insan genom
iceriginin orani %10’dan dusuk oldugu igin biyoinformatik analizler yapilamamistir.
Antropolojik olarak cinsiyeti kadin olarak belirlenen G25 numarali bireyin, biyolojik
cinsiyeti de disi (XX) olarak belirlenmistir. Bunun yani sira antropolojik cinsiyeti erkek
olarak belirlenen G1 numarali bireyin biyolojik cinsiyeti net olarak belirlenemese de XY
ile uyumlu oldugu saptanmistir. Antropolojik cinsiyeti kadin olarak belirlenen G5, G19,
G21, G24 ve G28 numarall bireylerde biyolojik cinsiyet tayini XX ile uyumlu oldugu

sonucunaulagilmistir.
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Tablo 22: Cine-Tepecik dis drneklerinin 6n dizileme sonucu.

81

Ornek No  Birlesen insan insan DNA Orani  Ortalama Klonalite Kisa Okuma Genom Kapsami  Mt_seq X_seq Y_seq Biyolojik 5' Hasar 3' Hasar
Sekans Sekansi Okuma Cinsiyet
uzunlugu
Gl 18085346 155938 0,008044911 745,188 926,079,934 5,127,323,963 0,00295826 240 4283 1338 XY ile 0,289538 0,286399
uyumlu
G4 13918126 868 0,000371386 635,481 7,719,094,602 8,183,401,045 1.09E+00 7 44 2 ? 0,448276 0,336066
G5 19644295 6689 0,001013628 609,604 8,934,310,968 6,936,018,481 8.40E+00 218 210 51 XY ile 0,365128 0,378458
uyumlu
G11 21699463 929 0,001053805 670,263 1,010,626,667 8,723,050,684 1.30E+00 2 41 3 XX ile 0,308271 0,296296
uyumlu
G15 23334240 1247 0,000956706 667,338 7,440,422,863 8,993,459,953 1.25E+00 47 43 7 ? 0,358779 0,375
G19 18836256 546 0,000977052 695,318 8,063,464,464 902,303,847 6.95E-01 2 29 0 XX ile 0,304348 0,256757
uyumlu
G21 15469299 6220 0,000947942 553,043 8,899,345,336 6,097,926,896 7.79E+00 7 326 8 XX ile 0,481737 0,506211
uyumlu
G24 19814643 876 0,000464959 667,625 7,967,003,148 8,595,462,933 1.19E+00 8 32 2 XX ile 0,333333 0,365079
uyumlu
G25 21464853 11789 0,001051253 584,825 104,232,218 5,109,239,973 0,000161854 45 572 21 XX 0,408444 0,353337
G28 16861788 2037 0,000435956 658,608 7,998,911,713 7,147,326,894 3.17E+00 0 106 7 XX ile 0,358108 0,423313

uyumlu
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Tablo 23’de yer alan G1, G11, G15, G21 ve G25 numaral bireylerin Pars petrosa
orneklerinden elde edilmis olan genom verilerinin 6n dizileme sonuglari yer almaktadir.
G25 numarali bireyin insan genom oraninin %26 oldugu belirlenmistir. G1, G15 ve G21
numarall Pars petrosa orneklerinin insan genom icerigi dis orneklerine oranla daha
yuksek c¢ikmistir. Bir cocuga ait G11 numarali 6rnegin hem dis hem de Pars petrosa
genom verileri yuksek cikmamistir. G25 numarali bireyden elde edilen genom verisi
biyoinformatik analizlerin yapilmasina olanaklar saglanmigtir. G15 numarali bireyin dis
orneginden biyolojik cinsiyeti tespit edilememesine ragmen Pars petrosa verisi biyolojik
cinsiyetinin XY oldugunu ortaya ¢ikarmigtir.



Tablo 23: Pars petrosa érneklerinin 6n dizileme sonucu.
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Ornek No  Birlesen insan insan DNA Ortalama Klonalite Kisa Okuma Genom Kapsami  Mt_seq X_seq Y_seq 5' Hasar 3' Hasar
Sekans Sekansi Orani
uzunlugu
Gl 398581 5831 0,01397 673,676 1,558,908 3,843,391 9,63E-05 0,002837 165 55 - 0,34518 0,3516
Gl1 6815673 645 0,000818 654,509 1,291,712 8,031,934 7,86E-06 0,006579 29 3 - 0,05056 0,0423
G15 6311428 280659 0,041427 669,678 1,565,263 2,114,249 0,004589 0,302312 7593 2306 XY 0,3515 0,35145
G21 3603517 46442 0,012287 568,995 1,543,691 9,302,798 0,000604 0,019555 2331 63 - 0,46152 0,46521
G25 4946106 1427196 0,261667 621,611 1,577,739 1,965,413 0,02109 0,895528 71200 1713 XX 0,44091 0,44192
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Tablo 23'Un igaret ettigi diger bir sonu¢ ise O6lum sonrasi nukleotit hasarinin
frekansina dair verilerdir. G1, G15, G21 ve G25 Pars petrosa Orneklerinde
g6zlemlenen 6lUim sonrasi C’'den — T'ye/ G’'den —A’ya dénusUmlerim orani sirasi
ile %35, %35, %45, %45 olarak hesaplanmigtir (Sekil 25, 27, 28 ve 29). G11 Pars
petrosa o6rneginin otantiklik duzeyi ise %0,01 olarak tespit edilmistir ve bu ¢ok
dusuk bir otantiklik sinyali oldugu icin bu 6rnek ileri analizlere dahil edilmemistir

(Sekil26).
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Sekil 25: G1 Pars petrosa 6rneginin PMD grafigi.
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Sekil 26: G11 Pars petrosa ¢rneginin PMD grafigi.
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Sekil 27: G15 Pars petrosa 6rneginin PMD grafigi.
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Distance from 5' end of sequence read

: G21 Pars petrosa 6rneg@inin PMD grafigi.
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: G25 Pars petrosa 6rneginin PMD grafigi.
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Sekil 30°da yer alan PCA grafigine gore Cine-Tepecik populasyonu (G25 bireyi ile

temsil edilmektedir) Kalehdyuk-Helenistik ornekleri ile Ust Uste ¢akismaktadir.

Cine-Tepecik populasyonunun yakin oldugu diger populasyonlar; Ermenistan

Kalkolitik ve Bronz Cag ile iran Demir Cagi érnekleridir (Human Origins dataset).

Cine-Tepecik, beklenenin tersine Kita Yunanistan, Miken ve Minos oOrneklerine

uzak konumlanmistir. Bununla birlikte Gg¢lu arasinda Miken popullasyonuna daha

yakin

konumlandigi gorulmektedir.
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Sekil 30: Cine-Tepecik poptilasyonunun PCA grafigi.

4.2.5. f4 Testi

f4 istatistigi ile test edilen, populasyonlarin birbirine olan genetik yakinliklari Sekil
31°deki grafik ile gosterilmistir. G25 numarali 6rnegin 2 ve 2’den buyuk olan Z
skoru degerleri (grafikte yesil ile gosterilen plot) g6z 6nune alinarak yapilan
degerlendirmeye gore Kalehdyiik, Levant, iran Neolitik, Vestonice ve Natufian
topluluklari yerine Yunanistan, Miken, Minos, Harmanoren, Pinarbagi ve Tepecik-

Ciftlik topluluklarini segmistir. Z skorunun 2’den klguk oldugu degerler (grafikte
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turuncu ile gosterilen plot) G25 numarall bireyin Kumtepe, Yunanistan, Minoan ve
Harmandren topluluklari arasinda sec¢im yapmadigini gostermektedir.
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Sekil 31: f4 (Yoruba, Cine-Tepecik;PopX, PopY) testi sonucunda elde edilen 4 istatistiklerinin grafiksel gdsterimi.Yoruba; Dis
grup, PopX ve PopY Tablo13'de (mat metoda koyman gereken) de listelenen populasyonlardir. Z<2 olan karsilagtirmalar
turuncu, Z22 olan karsilastirmalar ise yesil renkle gosterilmistir.

4.2.6. mtDNA Otantikligi ve Haplogrup Degerlendirmesi

4.2.6.1.Haplogrup Degerlendirmesi

Tablo 24'de yer alan 6n dizileme sonucuna goére G25 numarali bireyin mtDNA

haplogrubu H2a2al olarak belirlenmistir.



89

Tablo 24: G25 numarali bireyin tim genom verisinden elde edilen mtDNA haplogrup sonucu.

mt aralig Haplogroup Kalite Polimorfizm Polimorfizm
bulunma Noktalari
olasiligi

MT

1-16569 H2a2al 1 0,5000

MT

1-16569 H2a2ala 2 0,0000 15314A

MT

1-16569 H2a2alb 3 0,0000 9299G

MT

1-16569 H2a2alc 4 0,0000 6632C 16051G

MT

1-16569 H2a2ald 5 0,0000 16172C

4.2.6.2. mtDNA Otantikligi

Schmutzi (Renaud vd., 2015) yazilimi ile yapilan analiz sonucunda G25 numaral
bireyin tim genom mitokondri kontaminasyonu %0 olarak hesaplanmistir. Diger
taraftan  contamMix (Fu vd., 2013) yazihmi ile yapilan analiz sonucunda
kontaminasyon %5 olarak bulunmus ve %95 oraninda istatiksel olarak anlaml

sonuca ulagiimigtir (Sekil 32).
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Sekil 32: G25 tim genom mtDNA kontaminasyon grafigi (%95 oraninda anlamli gikmistir).
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5. BOLUM

TARTISMA VE SONUG

5.1. ANTIK DNA ELDESi, KONTAMINASYON VE VERIMLILIK

Molekuler antropoloji ¢alismalarinda genellikle kazi alanlarindan ve muzelerden
elde edilen antik ornekler kullaniimaktadir (6rn., Hummel, 2003; Brown ve Brown,
2011). Orneklerin elde edilmeden 6nceki siirecte bulundugu cografyanin iklimi,
toprak kimyasal icerigi, érnegin yasi ve su ile olan temasindan dolayi DNA’'da
hasarlar olusmaktadir (6rn., Hummel, 2003; Brown ve Brown, 2011). Bunun yani
sira kazi alanlarindan elde edilen oOrneklerin c¢ikarilmasi esnasinda guneste
kalmasi veya nemli bir yerde saklanmasi da DNA eldesindeki verimliligi
etkilemektedir (6rn., Hummel, 2003; Brown ve Brown, 2011). Orneklerin elde
edilmesinden genetik laboratuvarina gelme sidresi boyunca uygun saklama
kosullari ve toplama tekniklerinin yerine getiriimemesi sebebiyle de DNA

eldesindeki verimlilik azalmaktadir.

Cine-Tepecik orneklerinde drneklerin ¢gogaltilabilir DNA izolasyonlarinda %100 (10
kisiden 10'u) basari elde edilmis, ancak mtDNA amplifikasyonundaki basari
oraninin %30 oldugu (10 kisiden 3’Unde) tim genom amplifikasyonundaki basari
da %20 olarak tespit edilmistir. Biyoarkeolojik 6rneklerden DNA elde edimi
gerceklesse dahi PZR asamasinda ve on dizileme surecinde olumlu sonuglar elde
edilmesi her zaman mumkin olmamaktadir. Cine-Tepecik o6rnekleminde
g6zlemlendigi gibi antik 6rneklerden DNA elde edimi (izolasyonu) bircok arkeolojik
toplulukta farkli basari oranlarinda gértulmektedir. Nitekim Glneybati Anadolu'dan
Sagalassos insan nufusu igin antik DNA amplifikasyon basari orani (Ottoni vd.,
2011) %62 iken, Suriye'deki Yakin Dogu Neolitik popilasyonu (yaklagik M.O.
8000) icin %23’tur (Fernandez vd., 2014). Dodu Anadolu bdlgesi i¢cin de Cemialo-
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Sirti yerlesiminde %66 (Yaka, 2015), Kuzeybati Anadolu’dan Kumtepe'de %50
(Omrak vd., 2015), ginimiz Anadolu 6rneklerinde (Istanbul-Ankara) %95
amplifikasyon basarisi gorilirken (Comas vd., 1996) lberyalilarda da %2100
(Sampietro vd., 2005) olarak goriimustar.

Antik DNA amplifikasyon basarisi galismada yer alan orneklem sayisi ile ilintili
olmamakla birlikte iskeletlerin biyolojik yasinin, mikro duzeydeki korunma
durumunun (Campos vd., 2011; Goétherstorm vd., 2002) zaman agisindan
eskiliginin ve arkeolojik alanin bulundugu codrafi karakterlerin (enlemin, sahadaki

mikro ¢evresel kogullarin) birlikte DNA elde etme oranini etkiledigi tahmin edilebilir.

Her antik bireyin biyolojik yasi ve her bir drnegin boyutu, DNA elde edinim
oranlarini ve aDNA'nin basarili olarak elde edilmesini etkileyen diger faktorlerden
bazilaridir (Campos vd., 2011; Ottoni vd., 2011; Rohland ve Hofreiter, 2007).
Ornegin, Cine-Tepecik G11 numarali bireyin gocuk olmasi nedeni ile verimli aDNA
elde edilemedigi dusunulmektedir. G11 numarali bireye ait olan PZR sonuglarinda
da D ve E fragmanlarina ait amplifikasyon hi¢ gerceklesmemistir. Ote yandan,
ornegin biyolojik yasi tek ve gecerli bir kisit olarak gortulmeyebilir, nitekim mtDNA
amplikasyonu gerceklesmeyen veya ancak sinirli amplikasyonlari yapilabilen
orneklerin ¢ogu erigkin bireylere aittir (bkz. Tablo 17). Dolayisiyla iklim ve cevre
kosullari gibi diger faktorlerin etkisi ile iskelet ve DNA korunumunun farkhlastigi

g6z onunde bulundurulmalidir.

Tez calismasinda mtDNA HVRI ve HVRII bodlgelerinin  tekrarlanan
amplifikasyonlarda erigkin olan G19 ve G21 numarali bireylerde tim fragmanlar
elde edilirken, yine erigkin olan G24 numarali bireyden sadece HVRI bdlgesine ait
fragmanlar elde edilmistir. Ek olarak erigkin olan G1, G4, G5, G15, G25 ve G28
numarali  bireylerde HVRI ve HVRII bdlgelerine ait amplifikasyon
gerceklestiriiememistir. Genel olarak bu durumun antik DNA c¢alismalarindaki bir
diger sorunla (DNA’nin ¢ok fazla kirik parca icermesi gibi, Paabo vd., 2004) iligkili
olarak HVRI ve HVRII bolgesinde yer alan fragmanlarin yakalanmasindaki zorlukla
baglantili oldugu sdylenebilir. Nitekim bu zorluklar Montiel vd. (2001), Macaulay ve

Richards (2006), Stoneking (2017) gibi ¢calismalarda da rapor edilmistir.
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mtDNA haplogrup tayininde verimli sonug¢ elde edilmesi igin sirasiyla A, B, C, D, E,
F ve G fragmanlarinin tek bir dizi olarak elde edilmesi ve birbiri ile ortismesi
gerekir (Ottoni vd., 2011). Bu noktada fragmanlarin boyu ve dizisi de HVRI ve
HVRII bolgelerinin tek bir dizi olarak elde edilmesinde etkili olmaktadir. A ve B
fragmanlarinin C ve E fragmanlarindan gorece uzun olmasindan (bkz. Tablo 5)
dolayl c¢ogunlukla daha fazla sayida veri olusur (bkz. Tablo 17), C ve E
fragmanlarinin kisa olmasi da sekanslama asamasinda okunma basarisini
dusurur. Bu nedenle orneklerin HVRI ve HVRII bdlgelerinin dizisinin butlinsel

olarak elde edinimi guglesir.

Antik DNA sonugclarinin guvenilirligi icin adanmig bir aDNA laboratuvari gereklidir.
Bu gereklilik cogunlukla modern bulasma nedeniyledir ve kontaminasyonlari
kontrol etmek igin gerekli dnlemler bu 6zel laboratuvarlarda alinabilir. Calismanin
yuritildiigd ODTU, Modsimmer Binasinda bulunan aDNA laboratuvari 2012
yiinda insa edilmis ve kontaminasyon oOnlenmesi amaciyla tum Onlemler
(deneylerden 6nce UV isinlama, laboratuvara erisim sinirhh@i, tim tezgahlar
¢amasir suyu ile temizleme, laminer akig kabini kullanimi, DNA'siz laboratuvar
ekipmanlari ve kimyasallari) alinmistir. Bunlara ek olarak, kemik ve dis érneklerinin
ogutulmesi, aDNA izolasyonlari ve PZR hazirliklari, aDNA laboratuvarinin iki ayri
odasinda ug¢ farkli kabinde gergeklestiriimistir. Dizileme i¢in gonderilen setlerde
negatif kontrollerin  timu  (6Jutme, ekstraksiyon ve PZR asamalari)
gerceklestirilmistir. insan aDNA (mtDNA) calismalarindaki bir diger édnemli adim,
eski insan orneklerinin, 6zellikle de temel Sanger dizileme yontemi uygulanmasinin
kullaniimasidir (Green vd., 2009; Paabo vd., 2004).

Orneklerde kontaminasyonun varlijina sekanslama 6ncesinde uygulanan agaroz
jel elektroforez goruntuleri araciligiyla saptanabilmektedir. Kontrol tlpleri olarak
kullanilan orneklerde gorlilen bantlagsmalar kontaminasyona isaret etmektedir.
Oncelikle kontrol edilmesi gereken durum bantlasmanin goérildigi bg arahi@idir.
Eger bantlagsma antik ornekler i¢in kullanilan primerlerin b¢ araliginda ise gapraz
kontaminasyon olabilecegi akla gelmektedir. Bu asamada ayni izolasyondan yeni

bir PZR hazirlayarak tekrar kontroller saglanmalidir.
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Bu tez kapsaminda elde edilen agaroz jel goruntulerinin (Sekil 13) ayni
izolasyonuna ait olan farkli PZR’lerinin negatif kontrollerinde bantlagmalar
gorulmustur. Bu durumun izolasyon kaynakli ¢apraz kontaminasyon mu yoksa
kullanilan sarf malzeme ve kimyasal kaynakli mi oldugunu anlamak igin negatif
kontrollerden tekrar PZR hazirlanmistir (bkz. Sekil 14). Yeni yapilan PZR’de
protokoller geredi deneylerden bir gun once laboratuvarda UV lambalari agiimig ve
ertesi gun deneye baslanmigtir. PZR asamasinda kullanilan kimyasallar ve
tuplerde UV altinda bekletildikten sonra kullaniimigtir. Yapilan yeni PZR sonucunda
ise negatif kontroller de bantlagsma gorulmemigtir. Bu sonugla birlikte izolasyonda
kullanilan sarf malzemelerinden ve kimyasallarindan kaynakli bir sorun olmadigi
tespit edilmistir. Geriye kalan ihtimal ise deney asamasinda o6rnek tlplerinden
negatif tlplerine c¢apraz kontaminasyonun olmasidir. Fakat yapilan yeni PZR

¢apraz kontaminasyonun olmadigini desteklemistir.

Sekil 16'da PC1, Ext1 ve HYA1 numarali érneklerin C fragmani ile Sekil 17°de
goraldugu gibi G4, G11, G15, HYA2, Ext2 ve PC2 oOrneklerinin F fragmanin da
negatif kontrolleri ile &6rneklerin bekleniimeyen bg¢ araliklarinda bantlasmalar
g6rilmustir. ikinci izolasyon icin de hazirlanan yeni PZR’de bantlarin gérilmesi
deneyde capraz kontaminasyonun olmadigi fikrini desteklemistir. Ayrica bu
durumun laboratuvar kaynakli olup olmadigdi test edilmigtir. Laboratuvar kaynakli
problemlerin olmadigi kanaatine varildiktan sonra  geriye kontaminasyonun
kaynadinin UV’lenmeden kullanilan GuHCI (Guanidine Hydrochloride) olabilecegi
disundimustir. Yeni bir kutu GuHCI kullanilarak yapilan PZR sonuglarinda
isteniimeyen bg¢ araliginda bantlagsmalarin goérilmesi kontaminasyonun olasi
nedeninin deney asamasindaki modern kontaminasyonun olabilecegi fikrini
distundurmastir. Saglikh sonuglar vermediginden dolayl da 2. izolasyondan yeni
PZR calismalari yapilmaya devam ediimemis ve gerekli fragmanlarin

tamamlanabilmesi icin 3. izolasyona gerek duyulmustur.

Boylelikle HVRI ve HVRII i¢in eksik olan fragmanlar tamamlanmistir. Sekanslama
icin diziler tamamlandiginda BioEdit Uzerinde iglenmistir. Fragmanlarin birbiri ile
cakismasi gereken ug bdlgelerinde bazin okunamamasi ve/veya dogru bazi

okumamasi nedeni ile érneklerin izolasyonlarinin farkh PZR sekanslarindan elde
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edilen diziler kullaniimigtir. Haplogrup degerlendirilmesi yapilirken, ornegin farkli
dizilerinden elde edilen nUkleotit varyasyonlarina bakilarak Phylotree’de
haplogruplari belirlenmistir.  Yayinlanan mtDNA c¢aligmalarinda da oldugu gibi
okunamayan bazlar N olarak ifade edilmektedir (Brandt vd., 2013). Dizilerde
okunamayan bu bazlarin delesyon sonucunda mi yoksa antik ornek olmasi
nedeniyle mi okunmadigi bilinmediginden, orneklerin belirlenmis olan varyasyon
noktalarinda eksiklikler olabilir. Bu gibi belirsizlikleri gozumlemek igin de orneklerin
birden fazla izolasyonu ve birden fazla PZR’si kullanilarak sekanslamalar
yapilmigtir. Boylelikle mtDNA haplogruplari guvenilir bir sekilde belirlenmigtir.
Bununla birlikte mitokondriyal DNA haplogruplarinin gavenilirligini etkileyecek bir

diger faktor de modern DNA kaynakli kontaminasyondur.

Cine-Tepecik kalintilari ile ilgili calismada yer alan arastirmacilarin ve aDNA
laboratuvarina erisimi olan arastirmacilarin modern mtDNA HVRI ve HVRII
bolgeleri, eski orneklere olasi modern bulagmalarin mevcudiyetinin sorgulanmasi
icin incelenmistir (Tablo 19). incelenen modern DNA’lardan elde edilen sonuca
gore arastirmacilarin mtDNA haplogruplari J1b, H2a1 ve U3, antik orneklerde ise
tespit edilen mtDNA haplogruplari ise J1d, H2, R ve H2a2a1’dir. Dolayisiyla genel
anlamda modern DNA kontaminasyonunun olmadigi sOylenebilmektedir. Bununla
beraber antik drneklerin otantikliginin netlestiriimesi ileri analizleri etkilediginden,
daha Once yukarida verilmis olan otantiklik kriterleri géz 6nunde bulundurularak
inceleme gercgeklestiriimis ve bulgular kisminda belirtildi§i Gzere Cine-Tepecik antik

orneklerinin otantik oldugunu séylemek mumkundur.

Kaliteli sonuglar elde edebilmenin bir diger 6nemi de uygun &rneklemlerin
secilmesidir. Her ne kadar kemik ve dig orneklerinin olmadigi ¢alismalarda da
yumusak dokular tercih edilse de bu tir yumusak doku 6rneklerinin muzelerden
geliyor olmasi kontaminasyon sorununu beraberinde getirmektedir (Zink vd., 2002,
2003). Genellikle antik ornekler secilirken sert dokular igeren, DNA’nin
korundugunu bildigimiz érneklemler tercih edilmektedir. Sert dokular secilirken de
dis ve kemik olmasina dikkat edilmekle birlikte secilen kemik orneginin de hangi
bdlgesi oldugu énemlidir. Ornegin kemikler icinde sert kemik doku (kompakt kismi)

agisindan yogun bdlgeler iceren uzun kemikler (Alberti vd., 2018) bu acidan daha
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verimli sonuglar Uretme potansiyeline sahiptir. Diger taraftan simdiye kadar
yapilmig galismalarin énemli bir kisminda dislerin de materyal olarak yodun bir
sekilde kullaniimis oldugu goérilmektedir (Adler vd., 2011; Hofreiter vd., 2001;
Paabo vd., 2004). Daha yakin zamanl literatur ise iskeletin belli bolgelerinin aDNA
calismasi agisindan 6nemli bir potansiyel icerdigini gostermistir (Adler vd., 2011;
Pinhasi vd., 2015; Sirak vd., 2017). Kafatasinin i¢ kisminda yer alan, temporal
kemigin de bir parcasini olugturan, duyma ve denge islevinin yuratuldugu bolgelere
sahip olan Pars petrosa kemigi bunlardan biridir ve son yillardaki ¢alismalarda
daha da siklikla kullanilmig ve analizler igin 6nerilmistir (Hansen vd., 2017; Pinhasi
vd., 2015; Sirak vd., 2017).

Bu tez gcalismasinda ornek verimliliginin artirilmasi amaciyla érneklemi olusturan
bireylerden uygun olanlarindan Pars petrosa kisimlari elde edilmis ve benzer
yontem ile calisma yudrutalmustar. Eldeki sonuglar Pars petrosa orneklerinin dis
orneklerinden daha iyi galistigi gostermistir (Tablo 25). Tablo 25’ten de takip
edilebilecegi gibi elde edilen antik genomlar agisindan G11 hari¢ diger bireylerde
Pars petrosada verimlilik daha fazladir. G11 numarali bireyinin digerlerinden farkl
olarak yetiskin yas alti bir bireye ait olmasi genom verimliliginin dusuk olmasinda
etkili olmus olabilir. Bununla beraber diger 4 orneklemin %80’inde Pars petrosa

verimliligi daha fazla bulgulanmigtir.

Tablo 25: Orneklemlere gére basari orani.

Ornek Numarasi Ornek Tiirl insan Genom Orani

G1 Dis 0,008044911
Gl Pars petrosa 0,01397
G11 Dis 0,001053805
G11 Pars petrosa 0,000818
G15 Dis 0,000956706
G15 Pars petrosa 0,041427
G21 Dis 0,000947942
G21 Pars petrosa 0,012287
G25 Dis 0,001051253

G25 Pars petrosa 0,261667
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Verimlilik ile ilgili eldeki sonuglarin literatur ile de uyumlu oldugu gorulmektedir.
Nitekim guncel calismalar da benzer bir bulgu ortaya g¢ikarmis ve c¢evre DNA
oraninin Pars petrosa oOrneklerinde diglere nazaran daha dusuk olmasi ve dis
ortam kontaminasyonlarina kapali olmasi gibi nedenlerle ilgili olarak Pars petrosa
kemiginin aDNA calismalarinda daha verimli sonuglar elde etme potansiyeline
isaret etmistir (Hansen vd., 2017; Sirak vd., 2019). Diger bir calismada da (Adler
vd., 2011) Pars petrosa kemiklerinin ¢ift tarafli bulunmasi ve g¢alisma igin
korunmus kompakt yapiy! iceriyor olmasi da dis ve diger uzun kemikler yerine
tercih edilmesinde 6nemli faktérlerdendir. Esasinda verimlilik acisindan
degerlendirilen konular sadece belli kemikler ile ilgili de degildir. Yine yakin zamanl
bir baska c¢alismada (Pinhasi vd., 2015) bahsedildigi Uzere Pars petrosa
orneklerinde de DNA eldesi icin secilen bolgenin kemik Uzerindeki yeri de
dnemlidir. i¢ kulak yapisinin oldugu ve en kompakt kisim olarak bilinen en sert yapi
alinmalidir. Simdiki calismada da, son dénem yayinlarda isaret edilen ve daha
yuksek verimliligin elde edildigi Pars petrosa kemiginin sert bolgeleri drnekleme igin
tercin edilmistir. Bu nedenle bu tez caligmasi kapsaminda Pars petrosa
kemiginden elde edilen ylksek verimlilik, diger calismalarin (6rn., Pinhasi vd.,
2015; Hansen vd., 2017; Sirak vd., 2019) Pars petrosa kemiginin arastirmalar igin
diger materyallere nazaran daha elverisli oldugu yonundeki tavsiyelerini

desteklemistir.

5.2. CINSIYETLERIN DEGERLENDIRILMESI
iskeletlerin antropolojik analiz ydntemlerinde yer alan bir parametre de bireyin
cinsiyetini tahmin etmektir. Bireyin cinsiyet tayininin yapilabilmesi igin kafatasi,
pelvis ve bazi uzun kemiklerinin bulunmasi gerekmektedir (Buikstra ve Ubelaker,
1994). Ancak bazen cikarilan iskeletlerin tim pargalarina ulasmak mumkin
olmadigindan bireyin cinsiyeti belirlenememektedir. iskeletin tim pargalari elde
edildigi durumlarda da iskelet butinliginin mevcut olmamasi ve/veya cinsiyeti
belirleyecek noktalardaki patolojik bulgular, postmortem kemik bozunmalari
(kirilma, kalsit tabakalarinin kaplamasi vb.) gibi nedenlerden dolayi bireyin cinsiyet
tayini yapilamayabilir. Tum bunlar disinda bireyin beslenmesinde kemik gelisimine
etki eden diyet icerigi gibi durumlarda da cinsiyet tespiti morfolojiye bakilarak
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yapilacagindan dolayi biyolojik cinsiyetin dogru tahmin edilmesinde yaniima payi

olusur.

Biyoarkeolojik yontemlerin uygulanmasinda karsilasilabilecek bu tir dezavantajh
durumlara karsin genetik veriler ile biyolojik cinsiyet verisine ulasilabildigi igin
bireyin cinsiyeti hakkinda kesin bilgi elde edilir. Cinsiyetin kesin olarak
belirlenebilmesinin 6nemi arkeolojik topluluk icindeki demografik yapi belirlenirken
cinsiyetin de en az yas kadar 6nemli olmasindan kaynaklanir. Cinsiyete bagli
olarak gbmu bicimi, mezar yapisi ve mezar hediyelerinde ne gibi farkhliklarin
olustugu onemli bir konudur. Dolayisiyla gogu zaman antropolojik analizler ile elde
edilen bilginin genetik bilgi ile desteklenip desteklenmedigini gormek gerekir. Tum
bilgilere ulasildiktan sonra cinsiyete bagl olan tUm sorular cevaplanirken daha

dogru sonuglar ve yorumlar elde edilir.

Bu tez calismasinda, genetik agidan biyolojik cinsiyet verisine tim bireylerde
ulasilamamakla birlikte, 3 birey (G1, G5, G15) XY olarak, 6 birey de (G11, G19,
G21, G24, G25 ve G28) XX olarak belirlenmistir (Tablo 26).
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Tablo 26: Orneklerin antropolojik ve biyolojik cinsiyetler.

Ornek Orneklem Tri Biyolojik Antropolojik
Numara Cinsiyet Cinsiyet
sl

Gl Dis XY ile uyumlu Erkek
G4 Dig ? Kadin
G5 Dis XY ile uyumlu Kadin
Gl1 Dis XXile uyumlu Cocuk
G15 Dis ? Kadin
G19 Dis XXile uyumlu Kadin
G21 Dis XX ile uyumlu Kadin
G24 Dis XX ile uyumlu Kadin
G25 Dis XX Kadin
G28 Dis XX ile uyumlu Kadin
Gl Pars petrosa XY ile uyumlu Erkek
Gl1 Pars petrosa XXile uyumlu Cocuk
G15 Pars petrosa XY Kadin
G21 Pars petrosa XX ile uyumlu Kadin
G25 Pars petrosa XX Kadin

Tablo 26’dan da gorulebilecegi gibi genetik calisma Oncesi yapilmis cinsiyet
tahminlerinin dnemli bir kismi (6/8 oraninda) dogrulanmistir. Bunlar disinda G5 ve
G15 numarali bireylerin cinsiyet tahminlerinin kadin olmasina karsin biyolojik
cinsiyetlerinin erkek oldugunu genetik calisma gostermistir. Biyolojik cinsiyetin
dogru tahmin edilememesi ¢esgitli nedenlerden kaynaklanmis olabilir. Bilindigi gibi
insan iskeletindeki kemik ve kemik gruplarindan hareketle cinsiyet tahmini
yapilirken her bir ilgili kemigin Uzerindeki belli noktalar dikkate alinmaktadir
(Buikstra ve Ubelaker, 1994; WEA, 1980). Konuyla ilgili yapilan arastirmalarda
biyolojik cinsiyeti bilinen érneklerde morfolojik ydntemler kullanimiyla belirli noktalar
uzerinden yapilan tahminlerin bazilarinda tahminlerin dogruluk oranini %62-80
arasinda olabildigi de gbzlemlenmistir (WEA, 1980, s. 520). Biyoarkeolojik agidan
cinsiyet tahmini yapilirken karsilasilan sinirlamalardan bir digeri de incelenen

noktalarin esasinda erkek veya kadin cinsiyetine yonelik olmaktan ziyade erkeksi
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ve kadinsi (maskulen ve feminen) karakterler olmalaridir. Ancak her bir kemikteki
her bir nokta bir tek bireyde o kiginin biyolojik cinsiyetine gore sekillenmemis olabilir
ve hatta ontogenik gelisim sirasinda yapilan aktivitelerden de etkilenme
potansiyeline sahiptir. Genelde bir ¢ok kemikteki birgcok noktanin birlikte
degerlendiriimesi sonucunda bir bireyin biyolojik cinsiyeti morfolojik olarak tahmin
edildiginden, bu tahmin gergege yakin olsa da kesin olmamaktadir. Bunlara ek
olarak o6zellikle Cine-Tepecik iskeletlerinin iyi bir korunma durumuna sahip
olmadigini da burada belirtmek gerekir. Bu durum da cinsiyet tahmini yapilirken

tum karakterlerin incelenmesinde bir engel olarak ortaya gikmaktadir.

5.3. mtDNA HAPLOGRUPLARI

Cine-Tepecik'te mtDNA haplogruplari belirlenebilmis bireylerin glin is1dina
cikarildigi arkeolojik konteksler bireylerden birinin pithos tipi bir mezarda
gémuldugunt diger Ugunun ise basit toprak mezarda gomuilmus oldugunu
goOstermistir (Gunel, 2014 KST). Kazinin L 11 ve L 12 agmalarindaki cesitli
plankarelerden elde edilmis bu mezarlarin bulundugu derinlik, gdmu bigimi ve ek
olarak ele gegcen mezar esyalari gibi durumlar bireylerin Erken Tun¢ Cagina
tarihlendirilmelerine dayanak olusturmustur (Gunel, 2014 KST). Dolayisiyla, her ne
kadar goreli tarihlendirme ydntemi kullanilsa da, elde edilen haplogruplarin M.O. 3.

binde yasamis bireylere ait oldugunu soylenebilir.

Sanger dizileme ile cahgilan 3 bireyin HVRI bdlgelerine ait olan 5 fragmanin
dizileme sonuglari, bu bireylerden biri i¢in de ek olarak HVRII bolgesinin dizisi elde
edilmistir. Yayinlanan bir ¢ok veride HVRI sonugclari yer aldigindan bu ¢alismada
da HVRI verileri ile kargilastirma yapiimistir. Cine-Tepecik populasyonuna ait olan
bu 3 bireyde (G19, G21 ve G24) mtDNA ¢alismalari sonucunda 3 farkh haplogrup
(G19 igin J1 (J1d), G21 i¢in H (H2), G24 icin R) bulunmustur. Tum genom
calismalari sonucunda ise bir bagka bireyde (G25 numarali birey) H (H2a2al)

haplogrubu tespit edilmigtir.

Cine-Tepecik’e ait bu veriler birgok agidan degerlendirilebilir. Ornedin mtDNA
haplogrubu sonuglarinin topluluk agisindan bir cgesitlilik sundugu sdylenebilir.

Ozellikle anasoyu bakimindan, evlilik sonrasi siireclerde benzer ve yodun olarak
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ayni haplogruplarin tespit edilmesi toplulugun bu anlamda kapali bir yapiya sahip
oldugu seklinde yorumlamak mumkun olabilir. Buna karsin Cine-Tepecik
bireylerine ait sonuglar en azindan anasoyu agisindan bir cesitlilige isaret
etmektedir. Yine de 6rnek sayisinin az olmasi ve bireylere ait radyokarbon yas
tayinine dayanan bir kesin tarihlendirmenin olmamasi nedeniyle bu tip yorumlar igin

ileri duzey calismalara ihtiya¢ duyuldugu agiktir.

Eldeki bulgulara antik Anadolu populasyonlari agisindan bakildiginda Cine-
Tepecik'te tespit edilen R mtDNA haplogrubu haric 3 haplogrup da Neolitik
dénemde Anadolu populasyonlarinda goéruldugunden eldeki sonuglarin sasirtici

olmadigi soylenebilir (Tablo 27).

Tablo 27: Anadolu’da bulunan haplogruplar (Simdiki ¢alisma; Lazaridis vd., 2016, 2017; Omrak vd., 2015; Kiling vd., 2017;
Mathieson vd., 2015; Yaka vd., 2016; Ottoni vd., 2018).

Haplogrup Neolitik Tung Cagdi Geg Demir Roma/Orta Bizans
Donem (n/N) (n/N) Cagdi (n/N) (n/N)
H 5/58 37 5/12 19/75
HV 0 0 2/12 0
j1 4/58 1/7 0 6/75
Kla 10/58 1/7 0 0
K1b 2/58 0 0 0
M 0 0 1/12 0
N 13/58 0 1/12 6/75
R 0 1/7 2/12 0
T 4/58 17 0 9/75

ul 0 0 0 3/75



102

u2 0 0 1/12 0
u3 5/58 0 0 3/75
U4 0 0 0 1/75
us 0 0 0 2/75
U6 0 0 0 2/75
u7 0 0 0 1/75
us 2/58 0 0 13/75
w 2/58 0 0 5/75
X 2/58 0 0 5/75

Neolitik Dénemden baslamak Uzere Roma/Orta Bizans dénemlerine kadar olan
surecte yasamis ve mtDNA haplogruplari belirlenmis bireyler arasinda tespit edilen
bu haplogruplarini degerlendirmek de 6nem tasimaktadir. Bu noktada dikkati
¢eken durumlardan ilki Neolitik donem acgisindan temsiliyeti goreli anlamda ¢ok
fazla olmasa da H haplogrubunun degerlendiriien Tung¢ Cagi 6rneklerinde
(bunlardan dordu bu cgalismaya aittir, diger Ucl ise yine Bati Anadolu’daki bir
yerlesme olan Harmandren’e aittir) neredeyse %50 oraninda bir temsiliyete sahip
olmasidir (Tablo 27). Neolitik déneme ait bireyler Bati Anadolu’da yer alan
Kumtepe, Barcin ve Mentese topluluklarindan gelmektedir (Omrak vd., 2016;
Lazaridis vd., 2016; Mathieson vd., 2015). Bu haplogrubun Demir Cagindaki
temsiliyeti yine %50’ye yakindir. Roma/Orta Bizans donemlerinde ise haplogrup
cesitliliginin artmis oldugu gozlenmekle birlikte H haplogrubunun temsiliyette birinci
sirada (toplam iginde yaklasik %25 oraninda) geliyor olmasi énemlidir. Bu gdzleme
J1 ve T haplogruplan eklendiginde Tun¢ Cagindaki, Cine-Tepecik ve
Harmanoérende tespit edilmis haplogruplarin Roma/Orta Bizans donemlerindeki

temsiliyetinin  %45,3 oldugu anlasilmaktadir. Bu durum ise ¢ok genel olarak
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soylemek gerekirse anasoyu anlaminda Neolitik donemden Orta Bizans donemi

sonuna kadar bir devamlilik olarak yorumlanabilir.

Arastirma sonuglarini daha buylUk bir cografya igcinde degerlendirmek de anlamh
olabilir. Simdiye kadar cgesitli Ulkelerdeki antik 6rneklerden elde edilmis ve Tung
Cagina tarihlendirilen tum bireylere ait haplogruplar (N=89) icindeki dagilm fazla
olandan az olana goére soyledir; H (37/89), U5 (7/89), T2 (7/89), U4 (5/39), J
(4/89), V (4/89), X2 (3/89), T1 (3/89), K1la (3/89), F (2/89), Nl1a (2/89), J1 (2/89), |
(2/89), U2 (1/89), Z (1/89), K2b (1/89), T (1/89), K (1/89), HV (1/89), U3 (1/89), J2
(1/89) (Allentoft vd., 2015; Lazaridis vd., 2017; Caramelli vd., 2007; Keyser vd.,
2009; Sampietro vd., 2005). Bu siramada da gorulebiligi tzere H haplogrubu Tung
Cagina ait ornekler icinde en ¢ok temsil edilen haplogrubu olusturmaktadir ve

Cine-Tepecik igindeki %50’lik temsiliyeti de bu durumla uyum sergilemektedir.

mtDNA haplogruplari agisindan degerlendirilebilecek diger konu ise bdlgesel
anlamda Cine-Tepecik arkeolojik yerlesmesine yakin olan ¢agdasi yerlesmelerle
olan biyolojik iligkilerdir. Tung Cagina ait haplogruplarin sayisal dagilimi/dagilim
oranlari verilmis antik bireylerin cografi lokasyonlarina gére dagilimi Tablo 26’da

gOsterilmisgtir.



Tablo 28: Tung Gagina tarihlenen topluluklardaki bireylerin haplogruplari.
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Bolge Haplogruplar Referans
Rusya U4 (3/14) U5 (2/14) U2 (1/14) F(2/14) Nla(1/14) H(1/14) Z(1/14) K2b(1/14) T1(1/14) T2 (1/14) Keyser vd., 2009; Allentoft vd., 2015
Ispanya H (9/17) J (3/17) U5 (2/17) K (1/17) T(1/17) HV (1/17) U4 1/17) Sampietro vd., 2005
Minos-Odigitria J2 (1/5) | (1/6) H (1/6) U3(1/6) Kla (1/6) X2 (1/6) Lazaridis vd., 2017
Ermenistan H(2/8) T2(2/8) T1 (1/8) 1(1/8) U4 (1/8) Kla (1/8) Allentoft vd., 2015
Anadolu- H(1/3) Kla(1/3) T2 (1/3) Lazaridis vd., 2017

Harmanéren

italya H(17/22)  V (4/22) J (1/22) Caramelli vd., 2007
Danimarka 1 (1/3) Nla(1/3) T2 (1/3) Allentoft vd., 2015



isveg

Minoan- Lasithi

Miken

Almanya

Karadag

Litvanya

Girit- Armenoi

Hollanda

J1 (1/3)

H (4/5)

X2 (2/3)

J1(1/1)

Us (1/1)

H (1/1)

U5 (1/1)

T2 (1/1)

T1(1/3)

U5 (1/5)

H (1/3)

T2(1/3)
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Allentoft vd., 2015

Lazaridis vd., 2017

Lazaridis vd., 2017

Allentoft vd., 2015

Allentoft vd., 2015

Allentoft vd., 2015

Lazaridis vd., 2017

Allentoft vd., 2015
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Cografi yakinlik ve kulturel bir takim benzerlikler nedeniyle arkeolojik arastirma
sonuglarindan dogan beklenti, Miken, Minos ve Anadolu 06rnegi olan
Harmanoren bireyleri ile Cine-Tepecik bireyleri arasindaki olasi genetik yakinlk
iligkisidir. Tabi ki bu beklenti olugturulurken mtDNA gibi sinirli bir veri sunan ve
tek cinsiyet Uzerinden kalitilan bir parametre Gzerinden c¢aligildiginin
unutulmamasi gerekir. Bati Anadolu, Miken ve Minos oOrneklerinin yer aldigi
calismada (Lazaridis vd., 2017) Cine-Tepecik bireylerinde goériimus olan
haplogruplarin da bulundugu gorulmektedir ancak sayisal anlamda az olarak
Lazaridis vd. (2017) calismasinda Ege Bodlgesi Tun¢ Cagi topluluklarina ait
mtDNA haplogruplarina bakildiginda Minos kiltirinde M.O. 2900-1900 yillarina
tarihlenen 5 bireyin J2b1a1, 15, H+163, U3b3 ve K1a2; M.O. 2000-1700 yillarina
tarihlenen 5 bireyin U5a1, H13a1, H, H5, H; Miken kulturt ile iliskilendirilen ve
M.O. 1700-1200 yillarina tarinlenen 4 bireyin X2d, X2, H ve X2 mtDNA
haplogruplarina sahip olduklari goérulmektedir. Ayni yayinda bilgisi verilen
Harmanéren ETC topluluguna ait ve M.O. 2800-1800 yillarina tarihlenen 3
bireyin ise H, K1a2 ve T2b mtDNA haplogruplarina sahip oldugu gorulmektedir
(Lazaridis vd., 2017).

Eldeki bulgulara bakildiginda kronolojik olarak Cine-Tepecik ornekleri
Harmanodren ve Minos kultirinin erken ornekleriyle karsilastirilabilir. Bu
noktada her ¢ ETC toplulugunun H haplogrubunu, J haplogrubunun Cine-
Tepecik ve Minos kiltira tarafindan, K1a2 haplogrubunun ise Harmanoéren ve
Minos kultira tarafindan paylasildigr goértulmektedir. Veri gruplarindan elde
edilen haplogruplarin ayni arkeolojik evre ve birbirine yakin cografyalar arasinda
bulunmasina karsin benzerligin yani sira o6zgulliklerinin de olmasi (veri
setlerinin sinirliigini da unutmamak kaydiyla) anasoyu anlaminda bdlge igi bir
cesitlilik oldugu ve bunun erken donemdeki hareketlilikle (Neolitik donem?)
iliskilendirilebilecegi dusunulmektedir. Nitekim Kita Yunanistan’a ait daha ge¢
donem o&rneklerinde (gelisimin Avrupa’nin Neolitik donem erken ciftcileriyle
iligkili oldugu dusunudlebilir) X2 mtDNA haplogrubunun yogun bigimde
g6zlenmesi, insan hareketliliginden kaynaklanan ve daha erken dénemlerde
gerceklesen sureglerin dnemine dikkat c¢ekmektedir. Diger yandan, Cine-

Tepecik erken donemine ait incelenen bu bireylerin mtDNA sonugclarinin, en
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azindan anasoyu acisindan, her ne kadar cografi yakinlik ve kultarel bir takim
benzerlikler olsa da biyolojik agidan dogrudan ve gugclu bir yakinligin olmadigi

seklinde yorumlanabilir.

Bu konuyla ilgili son tartisma Cine-Tepecik mtDNA haplogrup bulgularinin
(6zellikle de H ve J haplogruplarinin) antik Bati Avrasya topluluklari arasindaki
yerini kapsamaktadir.Tespit edilen mtDNA haplogrup verileri, diger Avrupa
ornekleri ve Kita Yunanistan (Lazaridis vd., 2017) o&rnekleri ile ortaklik
gOstermektedir. Achilli vd., (2004) calismasinda, Avrupa gen havuzunun H ve
H’nin alt haplogruplarinca daha ¢ok temsil edildigini gostermistir. Ek olarak Bati
Avrasya haplogruplarinin da neredeyse Avrupa gen havuzunun yarisi kadar H
haplogrubu icerdigi rapor edilmistir (Loogvali vd., 2004). G21 numaral érnegin
H2 haplogrubuyla, diger taraftan G25 6rneginde ise H2a2a1 haplogrubu ile
temsil edilmesi bize bu 6rneklerle ilgili beklenilmeyen bir durum olmadigini
gostermektedir. G19 numarali 6rnek ise J haplogrubunun J1d alt haplogrubunu
icermektedir. J haplogrubu her ne kadar H haplogrubu gibi Bati Avrasya
topluluklarinda yayginlik géstermese de Tun¢ Cagi populasyonlarinda goériime
sikligi agisindan dorduncu sirada yer almaktadir. Buna ek olarak J haplogrubu
Minos topluluklarinda ilk sirada yer almaktadir. G19 numarali bireyin J1d
haplogrubuna sahip olmasi beklenen bir durum olarak degerlendirilmigtir.
Dolayisi ile Cine-Tepecik toplulugunun haplogrup sonuglarina gére Anadolu ve

Kita Yunanistan populasyonlarina yakinlik gosterdigini soylemek mamkuandur.

5.4. GENOM ANALIiZi: POPULASYONLAR ARASINDA GIiNE-TEPECIK’iN
YERI

Cine-Tepecik Tung Cagi bireyleri Uzerine elde edilen mtDNA sonuglarindan
hareketle yapilan degerlendirmelerin gesitli nedenlerden dolayr bazi kisitlari
oldugundan bir 6nceki bolimde bahsedilmisti. Antik DNA izolasyonu yapilan ve
genomik analiz icin kutuphanesi hazirlanan bireyler icinde ise sadece bir
ornegin (G25) istatistiki analiz i¢cin kismen de olsa yeterli diizeyde veri sagladigi
belirtiimis ve ilgili analiz sonuglari grafiklerle gosterilmigtir (Sekil 30 ve 31).Bu
noktada Erken Tun¢ Cagi gibi genig bir zaman araligina (yaklagik bin yil) sahip
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bir arkeolojik evrede bir populasyonun tek bir birey ile temsil edilmesinin
gugligu on plana ¢ikmaktadir. Bununla birlikte 11 bin SNP ile temsil edilen bu
bireye ait sonuglarin tim genoma ait oldugu hesaba katildiginda verinin mtDNA
sonuglarindan daha aydinlatici veriler olarak degerlendirilebilecegi tahmin
edilebilir.

Cine-Tepecik Erken Tung¢ Cagi insanlarini temsilen G25 numarali bireyin diger
antik bireylerler yani sira guincel Turkiye populasyonundan bireyere ait genom
verisi iginde yer aldigi PCA grafigine bakildiginda (Sekil 30) esasen genel
anlamda Bati Avrasya Tun¢ Cagina ait genetik degisimin (Haak vd., 2015)
Anadolu Yarimadasi'nda da yasanmaya basladigi izlenimi olusmaktadir.
Bilindigi gibi 6zellikle Tun¢ Caginda Asyatik toplumlarin Batr'ya goc¢u Avrupa
gen havuzunda ¢ok dramatik degisimler olmasina yol agmig, Hint-Avrupa dilleri
kokeninin bu doneme atfedildigi gértlmustir (Allentoft vd., 2015; Haak vd.,
2015). Bu acidan bakildiginda, nedeni su ana kadarki antik DNA c¢alismalariyla
ortaya cikarilmamis olmakla birlikte, Anadolu Neolitik Dénem topluluklarina
bireylerin bir arada kumelenirken, Kalkolitik ve Tung Caglarini takip eden
donemlerde de Anadolu gen havuzunda degisimin gozlenmesi, gunumuze daha
yakin antik orneklerin yine gunumuz yagayan Turkiye toplumuna dogru
kimelenmesi dikkat cekicidir. G25 numarali bireyin de bdyle bir egilimi temsil
ettigi ve onceki arkeolojik donemlere gore gunumuz Turkiye 6rneklemine yakin

bir yerde durdugu gorulmektedir.

Ote yandan PCA grafigine bakildiginda, G25 numarali bireyin kendine cografi
acidan yakin ve donem acisindan benzer olan Harmanoren, Miken ve Minos
bireylerine yakin olmakla birlikte Barcin (Kalkolitik), Ermenistan (Kalkolitik ve
Tung Cagi) ve iran Demir Cagi bireylerine daha yakin konumlandigi dikkati
cekmektedir. Bu durum da yine bir énceki bdlimde ifade edilen Gineybati
Anadolu ile Ege bdlgesi Tung Cagi topluluklarinin genetik agidan da diger
cografyalardaki cagdas topluluklara nazaran birbirleriyle daha yakin bir biyolojik

iligkileri olma beklentisiyle uyusmamaktadir.

Diger yandan PCA grafiginde bdyle bir gérinimin ortaya c¢ikisi birka¢ nedenle

iligkili olabilir. Bunlardan ilki 6rnege ait degerlendirilen verinin kendine ait 6zgun
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sinirliigr ile ilgilidir. Bununla ilgili kisithlik daha ileriki c¢alismalar ile (derin
dizileme gibi) agilabilir olmakla birlikte bu ¢alismada degerlendirmenin 6nunde
engel olusturmaktadir. PCA grafiginde bu goérinimun ortaya cikisiyla ilgili diger
bir neden ise (derin dizileme sonucunda elde edilecek verinin de bu yénde bu
sonu¢ clkarmasi varsayimiyla hareket edilirse) Guneybati Anadolu Tung
Cagindaki olasi bir Dogu etkisidir, daha agik bir sekilde Kafkas etkisi. Nitekim
simdiye kadar olan calismalarin bir kisminda Kalkolitik Donemden baslamak
uzere Erken Tung¢ Cagi boyunca gerceklesen bu kafkas etkisinin izlerinin
Dogu'dan batiya genisledigi, Dogu Akdeniz’e ulagsmis oldugu, Anadolu
Yarimadasi agisindan ise Dodu Anadolu’da belirginlestigi, Orta Anadolu’nun
iclerine  dogru da uzanmig oldugu arkeolojik bulgularla desteklenerek
gOsterilmistir (Batiuk, 2013). Bununla birlikte, her ne kadar PCA toplulugun
(Cine-Tepecik icin G25 numarali bireyin) antik 6rnekler icindeki yerine genetik
kompozisyon agisindan isaret ediyor kabul edilebilse de, hem 6érnege ait derin
dizileme sonrasinda yeni analizler yapiimasi gerekliligi hem de olasi bir Dogu
etkisinin (Kafkas etkisi) degerlendirilebilmesi icin PCA’den daha guglu istatistiki

analizlere ihtiyag oldugu aciktir.

Yukarida deginilen sinirhiliklari agsmamakla birlikte farkli bir istatistik de G25
numarall bireyin diger antik populasyonlarla iligkisi baglaminda yapiimistir (Sekil
31). Populasyonlarin birbirlerine olan yakinhg@ini farkhi bir populasyonla
karsilastirilarak test eden f4 istatistigi sonuclari arkeolojik bulgular ve 6nceki
antik DNA sonuglari ile uyumlu bir sekilde (Gunel, 2014; Kiling vd., 2016) Cine-
Tepecik G25 numarali érneginin Tung Cagi dncesi Levant ve iran antik
topluluklarindan ziyade Neolitik Anadolu ile Bati Anadolu ve Ege Tung¢ Cagi
orneklerine genetik kompozisyon agisindan daha yakin oldugunu isaret etmisgtir.
Bu istatistikte de ne yazik ki Kafkas ornekleri ile karsilagstirma yapilamamigtir
dolayisiyla yukarida deginilen Dogu etkisine dair bir analiz sonucu elde

edilememigtir.

istatistik sonuglarina biraz daha yakindan bakildiginda, G25 numaral érnegin
Minos Tung Cagi 6rnedi (Minoan-Lasithi) yerine Kita Yunanistan Neolitik Donem

orneklerini (Greece-Klei 10 ve Grece-Peleponnese) tercih ettigi, bir baska
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deyigle Kita Yunanistan Ornekleri ile Cine-Tepecik 06rneginin Girit Adasi
ornegine gore daha fazla ortak alel paylastigi anlasiimaktadir. Simdiye kadarki
arkeolojik arastirma verilerinden hareketle Neolitik ve Kalkolitik Donemlerden
itibaren olan surecgte Cine-Tepecik’te maddi buluntularda gelismenin sureklilik
sergiledigi, maddi kultir kalntilarinda Bati Anadolu’yla oldugu kadar Ege
Dunyasi ile de birgok paralellik oldugu ifade edilmistir (Gunel, 2011b; 2014Db).
Bununla beraber, her ne kadar Cine-Tepecik arkeolojik yerlesmesinden elde
edilen Erken Tung¢ Cagi buluntulari Kita Yunanistan Erken Tun¢ Cagi maddi
kalintilar1 ile karsilastirilabilecek ¢ok sayida veri sunmamis olsa da, Cine-
Tepecik'te Orta ve Ge¢ Tung Cagi tabakalarina ait buluntularda Miken (Kita
Yunanistan) iligkisinin oldugu ifade edilmektedir (Glinel, 2010b, 2016b). Nitekim
Erken Tung Caginin alt evreleri boyunca arkeolojik yerlesmelerde arkeolojik
buluntular baglaminda Anadolu Yarimadasi iginde bir iliski oldugu, Erken Tung
Caginin sonlarina dogru Ege Dunyasi etkisinin Bati Anadolu’da g6zlemlenmeye
basladigina dair farkh arastirmalar da bulunmaktadir (Fidan vd, 2015). Bu
nedenle G 25 numarali érnekle temsil edilen Cine-Tepecik toplulugunun sonraki
donemlerdeki (Orta ve Ge¢ Tung¢ Caglari) kulttrel iligkilerinin biyolojik bir

yakinlk ile de iligkili olma ihtimali bulundugu séylenebilir.
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SONUG

Bu tez calismasinda Guneybati Anadolu’da yer alan Cine-Tepecik arkeolojik
yerlesmesinde gun isigina cikarilmis insan iskelet kalintilarindan antik DNA
izolasyonu yapilmasi amaglanmis ve hedeflenen bireylerde izolasyonlar
basariyla gerceklestiriimigtir. Bu haliyle Cine-Tepecik insan iskelet materyalinin
de eklenmesiyle bodlgeden ikinci kez aDNA izolasyonu yapilmistir. DNA
izolasyonlari  basariyla yapilmig olmakla Dbirlikte verimli bir sekilde
kullanilabilecek amplifikasyonlarinin tim bireyler igin yeterli dizeyde olmadigi
tespit edilmigtir. Bu anlamda verimin dusuk olmasinda orneklerin biyolojik yasi,
aDNA'nin koétl korunma durumu, istenilen tim fragmanlarin elde edilememesi
gibi durumlarin etkili oldugu gérulmustir. Calismada aDNA elde edimi igin
secilen kaynak tipi de degerlendirilmistir. Eldeki sonuclar dislerden ziyade Pars

petrosalarin DNA elde ediminde daha verimli oldugunu gostermisgtir.

Cine-Tepecik ornekleri Uzerinde surdurulen genetik incelemede elde edilen
sonuglar eldeki verinin otantik olup olmamasi hususunda birgok farkh analiz
yontemi kullanilarak denetlenmistir. Orneklerle temasi bulunan arastirmacilarin
DNA verileri de ayri bir ¢alisma ile elde edilmis ve olasi bir kontaminasyon
ihtimali degerlendirilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda farkh veriler modern
kontaminasyon ihtimal disi birakilmig, antik orneklere ait verilerin otantikligi

basarili sekilde dogrulanmigtir.

Cine-Tepecik insan kalintilarinin biyoarkeolojik degerlendirmesi icinde yer alan
cinsiyet tahminleri genetik analiz sonuglariyla karsilastiriimigtir. 10 bireyden
9’unda genetik cinsiyet belirlenmisg, genetik analiz sonuglari 3 bireyin erkek (XY)
6 bireyin de kadin (XX) oldugunu gdstermistir. Bu bireylerden birinin cinsiyeti
bireyin gocuk olmasi nedeniyle osteolojik ydontemlerle cinsiyet belirlenememisti.
Karsilastirm yapilabilen 8 bireyin 6’sinda osteolojik yontem ile belirlenen
cinsiyetin tespit edilen genetik cinsiyet ile uyum gosterdigi anlagiimistir. Buradan
hareketle antik orneklerde genetik cinsiyet tayininin yapilmasinin biyoarkeolojik

analize destek olacagi dusuncesi glglenmisgtir.
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Antik DNA izolasyonlari gerceklestirilen bireylerden Gglne ait diziler Sanger
dizileme yontemi yardimiyla tespit edilmis gerekli analitik iglemlerden sonra
mMtDNA haplogruplar belirlenmistir. Mitokondriyal DNA haplogruplari belirlenmis
bireylerin tarinlendirmesi goreli tarinlendirme yontemi kullanilarak tespit edildigi
anlasiimig, bu bireylerin olasilikla Erken Tun¢ Caginda yasamis bireyler oldugu
anlasiimistir. Bireylere ait mtDNA haplogruplari G19 bireyi i¢in J1 (J1d), G21
bireyi icin H (H2), G24 bireyi icin R haplogrubu seklindedir. Bunlara ek olarak
tim genom analizi i¢in kutiphaneleri hazirlanmis ve calisiimig bireylerden biri
(G25 numarali birey) icin de mtDNA haplogrubu belirlenmistir (H (H2a2al)).
G25 numarall bireyin de goreli tarihlendirmesi bu bireyin de Erken Tun¢ Cagina

tarihlendigine isaret etmigtir.

Calismanin amaglarindan biri ayni yerde fakat farkli zamanlarda yasamis olan
Cine-Tepecik insanlarinin biyolojik anlamdaki surekliligini test etmekti. Bununla
beraber incelenen tum bireylere ait DNA izolasyonlari basariyla yapilabildiyse
de bu izolasyonlardan elde edilen DNA’lardan tum bireylere ait mtDNA
haplogruplari belirlenememigtir. Bilindigi gibi aDNA c¢alismalarinda otantik DNA
eldesi her zaman kolay olmamakta, ¢cogu zaman sinirli dizeyde antik DNA
uzerinde calisiimasi s6z konusu olabilmektedir. Bu ¢alismada da, her ne kadar
son donem yontemleri kullanilmig olsa da ¢cogu birey icin kiyaslamaya uygun
duzeyde aDNA eldesi mUumkun olmamistir. Dolayisiyla c¢alisma orneklemini
olusturan ve Helenistik/Roma donemlerine ait oldugu bilinen bireylere ait
mtDNA haplogruplarinin belirlenememesinden dolayl yerlesim igindeki farkli

doénemlere ait genetik sureklilik test edilememistir.

Cine-Tepecik Erken Tung Cagi orneklerinde goreli olarak farkli mtDNA
haplogruplari tespit edildigi soylenebilir. Bu durum toplulugun anasoyu
bakimindan heterojen oldugu yonunde degerlendirilmigtir. Diger yandan dort
ornekten 2’sinde tespit edilen H haplogrubunun gerek Neolitik dbnem gerekse
diger takip eden donemlerde Anadolu igin yaygin bir mtDNA haplogrubu oldugu
gOzlemi yapilmigtir. Erken Tun¢ Cagi Anadolu topluluklarindan Harmandren

insanlarinda tespit edilen haplogruplar da dahil edilerek iki grup ile birlikte
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yapilan degerlendirme sonucunda Roma/Orta Bizans ddneminde bu erken

toplumlara ait haplogrup frekanslarinin surtyor olmasina dikkat ¢ekilmigtir.

Diger bir konu Cine-Tepecik ETC toplumunun Minos ve Miken kultlrel alaninda
kalan Girit ve Kita Yunanistan c¢agdaslariyla genetik iligkisiydi. mtDNA
haplogrubu agisindan Minos Erken Tun¢ Cagi bireyleri ile H haplogrubunun
paylasildigi buna ragmen Miken Orta ve Geg¢ Tung¢ Cagina tarihlendirilen dort
bireyden yalnizca biri ile H haplogrubunun paylagildigi gozlemlenmistir. Bu
nedenle anasoyu agisindan Minos ve Miken topluluklariyla dogrudan ve guglu

bir yakinligin olmadigi ifade edilmistir.

Cine-Tepecik Erken Tung Cagi bireylerinden birine ait tim genom analizi
basariyla gergeklestiriimistir. Antik Genom analizi yapilan G25 numarali bireyin
diger antik genomlar arasindaki konumu Uzerine gergeklestirilen analiz
sonuglari bu bireyin Anadolu’daki daha erken donem populasyonlarina yakinlik
goOsterdigi saptanmistir. Bununla beraber eldeki veri ve daha dnceki veriler
birlikte degerlendirildiginde, Anadolu’nun Neolitik Donem gen havuzunun
Kalkolitik Donem ve Tung¢ Cagi iginde degisime ugradigi bulgulanmis ve genetik

acidan Anadolu Yarimadasi’'na olabilecek diger olasi katkilar degerlendirilmistir.
Gelecek Calismalar

Cine-Tepecik eski insan kalintilari Uzerinde vyapilan genetik calismalari
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmis  (Pr.No: 14528) ve desteklenmeye de devam
etmektedir (Pr.No: 16769). Bu asamadan sonra Cine-Tepecik’'ten daha fazla
bireye ait genom verisi elde edilmeye calisilacaktir. Bu haliyle hem bu tez
kapsaminda ortaya konulan gorusler test edilecek hem de ortaya konulan yeni

sorunsallar ¢ozumlenmeye caligilacaktir.
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APLt_nz)moml\‘- A(\a\\?'}'l

Tez Bashg: .

Yukarida bashg gosterilen tez cahsmam:

insan ve hayvan tizerinde deney niteligi tagimamaktadur,

Biyolojik materyal (kan, idrar vb. biyolojik svilar ve numuneler) kullaniimasini gerektirmemektedir.

Beden biitiinligiine miidahale icermemektedir.

Gézlemsel ve betimsel arastirma (anket, miilakat, 5lgek/skala ¢alismalari, dosya taramalari, veri kaynaklar
taramast, sistem-model geligtirme caligmalari) niteliginde degildir.

= B N

Hacettepe Universitesi Etik Kurullar ve Komisyonlarinin Yonergelerini inceledim ve bunlara gore tez galismamin
yiriitilebilmesi i¢in herhangi bir Etik Kurul/Komisyon'dan izin alinmasma gerek olmadiginy;; aksi durumda
dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu
beyan ederim.

13.09.201%

Q <
%%za

Geregini saygilarimla arz ederim.

Adi Soyadn:

Ogrenci No:

gnncm\ \1 OYJ\F’\Q"\‘

AW Z260LE

Anabilim Dal: "Af\)h(‘oon\b?: Rm\a.“g\M Ml

. | ¢
program: A whepab)s
Statiisii: Yiiksek Lisans [ Thoktora [ Biitiinlesik Doktora
DANISMAN GORUSU NA
L% \\ 2 & > \CQJ&\\Q«.\Q
(Unvan, Ad Soyad, imza)

Telefon: 0-312-2976860

Detayh Bilgi: http://www.sosyalbilimler.hacettepe. edu.t

Faks: 0-3122992147

E-posta: s

T
Ibilin hacettepe.edu.tr
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