TLOS (FETHIYE/MUGLA) KAZILARINDA BULUNAN
ISKELETLERDE MOLEKULER ANALIZLER
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Ozet

Antik DNA c¢alismalar1 doga ve insanlik tarihinin anlasilmasina ciddi katkilarda bulunmaktadir. Son yillarda gelisen
yeni nesil dizileme teknikleri, mitokondriyal genomun dizilenmesinde biiyiik yenilik ve kolaylik getirmistir.
Veritabanlarindaki mitokondriyal DNA dizilerinin artmasi, insanligin gegmisiyle ilgili bilinmeyenlerin anlasilmasi
icin yeni veriler ortaya ¢ikaracaktir. Bu caligmada, Tlos (Fethiye/Mugla) kazilarinda bulunan iskeletlerde aDNA
izolasyonu yapildi. Mitokondriyal DNA’nin ¢ogaltilmas: amaciyla 58 primer cifti kullanilarak “Touchdown” PCR
yontemi kullanildi. Cogaltilan bolgeler yeni nesil dizileme teknolojisi ile dizilendi ve iskeletlerin elde edildigi
bireylerin haplogruplar1 biyoenformatik araglar yardimiyla tespit edildi. Bu calisma, Tiirkiye’de yasamis insan
topluluklarmin kdkenleri iizerine tarihsel tartigmalarin iizerine arkeolojik bilgilerle birlikte katki verebilecektir.
Disiplinler aras1 bu ¢aligma Tiirkiye’de yapilabilecek diger antik DNA ¢alismalarinin yapilmasina etki edebilir.

Anahtar Kelimeler: Antik DNA, Fethiye, Tlos, kazi, mitokondrial DNA, haplogrup
Molecular Analysis of Skeletons found in Tlos (Fethiye/Mugla) Excavations

Abstract

Ancient DNA studies have contributed significantly to the understanding of the history of nature and humanity. With
the development of next generation sequencing techniques has brought great innovation and convenience in the
sequencing of the mitochondrial genome. The increase in the number of mitochondrial DNA sequences in the
databases will reveal new data for understanding the unknowns of human history. In this thesis study, aDNA isolation
was performed on skeletons found in Tlos (Fethiye/Mugla) excavations. In order to amplify mitochondrial DNA, 58
pairs of primers were chosen and the "Touchdown" PCR method was used. The amplified regions were sequenced
with next generation sequencing technology and the haplogroups of the individuals from which the skeletons were
obtained were identified using bioinformatics tools. This study will be able to contribute with archaeological
information on the historical debate on the origins of human communities lived in Turkey. This interdisciplinary work
can influence the other ancient DNA studies in Turkey.
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1. Giris

Giiniimiizden 2500 yil 6nce Eski Yunan filozoflarinin birgogu, canlilarin kademeli olarak
degisim geg¢irdiklerini diisiiniiyorlardi. Plato ve onun 6grencisi Aristo, bu goriise zit fikirlere
sahiplerdi. Aristo tim canli formlarinin karmasiklig1 gittikge artacak sekilde bir cetvel tlizerinde
siralanabilecegini diisiiniiyordu ve bu cetveli “scala natura” olarak tanimlamisti. Bu tanima paralel
olarak 1700’1 yillarda Avrupa ve Amerika’da biyoloji ¢aligmalarinda dogal teoloji goriisii esas
alinmaktaydi. Bu goriis, canli tiirlerini Tanr1’nin canlilar1 yaratis basamaklarini gosterecek sekilde
siralamay1 ve dogadaki cesitliligi aciklamay1 hedefliyordu. Darwin’in “Dogal Secilim Yoluyla
Tiirlerin Ortaya Cikmasi Uzerine” adli kitabi 1859°da yaymlandiktan sonra doga tarihini
aydinlatabilecek bilimsel anlamda gegerli bir anlayis sekillenmeye basladi (Campbell & Reece,
2008). Yayinlandigi donemde biiyiik ilgi goren Darwin’in dogal segilim kurami iki 6nemli noktay1
aciklamakta yetersizdi: 1) Canlilarda bulunan ¢esitliligin nasil meydana geldigi 2) Karakterlerin
dolden dole nasil gectigi. Bu eksigi kapatacak bilgiyi Gregor Mendel 1865 yilinda yayinladi ancak
bu calisma o donemde ilgi gérmedi. Ancak 1930 yilinda Wright, Fischer ve Haldene’in ¢aligmalari
Mendel’in bulgular ile birlestirildiginde evrimsel siirecin agiklanmasi yolunda ilk adim atilmigtir
(Griffiths, Wessler, Carroll, & Doebley, 2014). Genetik materyali tagiyan ve kalitsal molekiil
olarak gorev yapan niikleik asitlerin molekiiler yapisinin Watson ve Crick tarafindan gelistirilen
modelle 1953 yilinda agiklanmast molekiiler genetigin ortaya ¢ikmasini ve antik DNA
caligmalarinin yapilmasini saglayacak tekniklerin gelismesine olanak tanidi (Temizkan, 2014). Bu
sayede arastirmacilar insanin kokeni ile ilgili onemli sorulara yanit arayabilme kapasitesine
eristiler (Stoneking, 2008).

Biyolojik bir tiir olarak insani inceleyen antropoloji dalinda DNA’nin kullanilmasi, modern
insanin kokeninin agiklanmasi ve doga tarihinin anlasilmasi icin yapilan ¢alismalar1 hizlandirdu.
Bu alanda gegmiste yasamis insan topluluklari, nesli tilkenmis tiirler ve evcillestirilmis canlilar
arastirma konusu olarak secilmistir (Park, 2013). Ilk antik DNA (aDNA) ¢alismalar1, Higuchi ve
arkadaglar1 (1984) tarafindan nesli tilkenmis bir zebra tiirii olan Quagga’ya ait iskeletten DNA
izolasyonu yapilarak gerceklestirilmis, daha sonra Padbo (1985) yaklasik 2400 yillik Misirlt bir
bireye ait mumyalanmigs 6rnekten elde edilen DNA pargasini bakteriye klonlamay1 basarmistir. Bu
calismada DNA miktarinin az ve kalitesiz olmas1i, aDNA’y1 i¢eren plazmitin bakteriden geri izole
edilememesine yol agmistir. Kary Mullis’in (1987), DNA’y1 enzimatik olarak in vitro ortamda
cogaltmay1 saglayan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemini bulmasi ile aDNA’dan da
say1siz miktarda kopya elde edilebilmesinin 6nii agilmistir (Hagelberg ve dig., 2015).

Antik DNA caligmalari, adli tipta, nesli tiikkenmis tiirlerin incelenmesinde, taksonomide,
insanin kokenini ve gb¢ yollarinin arastirilmasi, evcillestirmenin kokenlerinin incelenmesi,
salginlarin oldugu donemlerdeki patojenlerin genomlarmin incelenmesi ile ilgili ¢aligmalarda
katki1 vermektedir (Pédibo ve dig., 2004). Okaryotik hiicrelerde ¢ok sayida mitokondri bulunmasi
ve mitokondri igerisinde yiiksek sayida DNA kopyast bulunmasi, mitokondriyal genomun
(mtDNA) maternal kaliim gostermesi, rekombinasyona ugramamasi, genomdaki cesitliligin
sadece mutasyonlarin birikmesine dayanmasi, niiklear genoma kiyasla daha yiiksek evrimlesme
hizina sahip olmasindan dolayr aDNA c¢alismalarinda mitokondriyal genom yogun olarak
kullanilan 6nemli bir kaynaktir (Pakendorf ve Stoneking, 2005). mtDNA analizleri ile insan
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topluluklarinin go¢ yollar1 ve populasyon biiyiikliigii gibi bilgilere erisilebilmesi miimkiindiir
(Shapiro ve Hofreiter, 2014). Bu calismasinda, Tlos (Fethiye/Mugla) kazilarin1 yapan
aragtirmacilar tarafindan saglanan insan iskeletlerinden aDNA elde edilmesi ve 58 ¢ift primer
kullanilarak mtDNA’nin tamaminin dizilenmesi amaciyla “Touchdown PCR” ydntemi
uygulanmis ve Illumina MiSeq® platformu kullanilarak mtDNA dizilenmis ve biyoenformatik
araglar kullanilarak haplogrup tespiti yapilmistir.

nsan enonmu, NC.
18,565 bp

Sekil 1: Insan Mitokondriyal DNA genomu

2. Materyal ve Metot

Bu ¢alismada kullanilan insan iskeletleri Prof. Dr. Taner KORKUT baskanliginda yurutilen
Seydikemer ilgesinin yaklasik 15 kilometre giineydogusundaki Yakakdy mahallesi sinirlar
icerisinde kalan Tlos (GPS:36° 33 19,5°° N, 29° 25* 10,2’ E, Fethiye/Mugla) kazisinda ¢alisan
aragtirmacilar tarafindan laboratuvarimiza génderildi. Ornekleme yapilirken toplu mezardan elde
edilmis olmamasia ve farkli mezarlardan 6rnek segilmesine dikkat edildi. Calismalarin
ylriitiilecegi laboratuvar, ¢alisma Oncesi 2 saat boyunca UV 151k ile sterilize edildi. Devaminda
yiirlitiilen biitiin ¢aligmalar steril kabin icerisinde ger¢eklestirildi. Toplamda 27 6rnek, 5 dakika
1/3 (v/v) oraninda steril distile su ile sulandirilmis sodyum hipoklorit (NaClO) icerisinde bekletildi
ve 30 dakika boyunca UV 1s18a maruz birakildi. Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen disler dis
teknisyenlerinin kullandig1 iskence adi verilen aletle sabitlendi ve boyun kismindan kesici alet
(SKIL Rotation tool 1415 AC) ile kesildi. Her 6rnek kesimi islemi i¢in cihaza yeni steril ug takildu.
Kesilen dig kokii steril havanlarda sivi azot (Sigma-Aldrich Inc, Germany, Uriin N0:00474)
kullanilarak ezildi ve toz haline getirildi. DNA izolasyonunda, ticari olarak temin edilen Invisorb
Spin Forensic Kit (STRATEC Biomedical AG, Germany, Katalog Numarasi: 1034110300)
kullanildi. Kitin aDNA c¢alismalarina uygun hale getirilmesi i¢in yapilan optimizasyon ¢alismalari
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kapsaminda kit prosediiriinde belirtilen “Bone Lysis Enhancer” soliisyonu yerine, 490 uL EDTA
(0,45 M) (Sigma, Kat. No: E5134)) ve 10 pL Proteinaz K (0,25mg/ml) (Sigma Kat. No:P6556)
sollisyonu kullanild1 ve toz haline getirilen dis kokii, bir gece 56 °C sicaklikta ¢alkalayicida inkiibe
edildi. DNA izolasyonunun devami kit prosediirine uygun olarak  yapildi
(https://www.molecular.stratec.com/files/inhalte/Manuals/InvisorbSpinForensicKit.pdf). Her bir
ornekten iki ayrt DNA izolasyonu yapildi. DNA miktar ve saflik tayini nanodrop cihazinda
(Thermo Scientific Nanodrop 2000, ABD) spektrofotometri yontemi ile saptandi.

Orneklerden izole edilen DNA’lardan mtDNA’nin tamaminin ¢ogaltilabilmesi igin 58 adet
primer cifti “NCBI Primer Blast” ile tasarlandi. Primerlerin ¢ogalttigi bolge (amplikon)
“SnapGene” programi kullanilarak belirlendi. DNA 6rnekleri, 58 ¢ift primer ile ortalama 300-400
bg iirlin olusturacak sekilde, verimli olarak ¢ogaltilabilmesi i¢in High Fidelity PCR Master (Roche
Diagnostics, Deutschland, KN: 11732650001) kiti kullanildi. Bu kitin yan1 sira polimerizasyon
reaksiyonu asamasinda primerlerin kalip bolgelere baglanmasinin arttirabilmek amaciyla High
Fidelity PCR Master kiti ile yapilan denemeye kit prosediiriinden farkli olarak H2O yerine 2.5 pl
5M betain (2-trimethylammonioacetate) eklendi. Reaksiyonlarin tamami “Touchdown PCR”
yontemi ile C1000 Thermal Cycler (Biorad Laboratories Inc. ABD) cihazi kullanilarak belirtilen
kosullarda (Tablo 1) yapildi.

Tablo 1: Kullanilan PCR programi

Reaksiyon DOng Sire Sicaklik
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 2 dk 95°C
Denatiirasyon 30 sn 95°C
Baglanma 45 30 sn 60 °C’den 52 °C’ye kadar
Uzama 30sn 72°C
Son Uzama 1 5 dk 72°C

PCR iiriinleri, DONE Genetik ve Biyoinformatik Anonim Sirketi tarafindan Illumina MiSeq®
platformunda yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak dizilenmistir. Elde edilen FASTA
formatindaki ~ dizi  sonuglari  haplogrup analizi  yapilmasi amaciyla MITOMAP
(https://mitomap.org//MITOMAP) platformunda bulunan MITOMASTER
(https://mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMASTER/WebHome) uygulamasina  girilmistir.
Uygulamanin verdigi haplogrup sonuglar1 ve varyasyonlar kaydedilmistir. Filogenetik analizin
gerceklestirilmesi i¢in Oncelikle MEGA 7 programai sistem gereksinimini karsilayan bir bilgisayara
https://www.megasoftware.net/ sitesinden indirilmelidir. Web sitesinden Windows, macOS,
Ubuntu/Debian, RedHat ve Linux isletim sistemlerine uygun versiyonlariyla birlikte grafik ve
komut satir1 gibi farkli arayiiz ve programin eski versiyonlarina erisilebilmektedir. Eldeki dizi
sonuglariin incelenmesi igin Windows isletim sistemine uygun, grafik arayiiziine sahip MEGA 7
bilgisayara indirildi ve kuruldu. Ardindan “Data” sekmesinden “Open a File/Session” komutunu
verildi. Agilan pencereden FASTA formatinda dizi bilgisinin oldugu “.fa” uzantili dosya secildi.
Cikan uyar1 ekranindan programa girilen verinin niikleotit dizisi oldugu ve omurgali
mitokondrisine ait DNA oldugu isaretlendi. Analiz edilecek diger veriler “Edit” sekmesinden
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“Insert sequence from a file” komutu verilerek se¢ildi ve eklendi. Eklenen verilerin hizalanmasi
icin “Alingment” sekmesinden “Aling by Muscle” komutu verildi ve ayarlarda degisiklik
yapilmadan “Compute” komutu ile hizalama tamamlandi. Bu islemin ardinda filogenetik agac
cizimine ge¢mek i¢in hizalanmis veriler FASTA formatinda tek bir dosyaya doniistiiriilmeli ve
kaydedilmelidir. Bu islem “Data” sekmesinden “Export Alingment” komutu verilerek
gerceklestirildi. Filogenetik agaci olusturmak igin “Phylogeny” sekmesinden “Construct/Test
Neighbour-Joining Tree” komutu verildi ve verilerin hizalanip kaydedildigi dosya se¢ildi ve
filogenetik aga¢ olusturuldu. Ayni islem belirlenen {iist-haplogrup kok alinarak tekrar edildi ve
filogenetik agacin farkli formlari olusturularak kaydedildi.

3. Arastirma Sonuglari ve Tartisma

TLOS Antik Sehri kazilarindan elde edilen iskeletlerden DNA izolasyonu yapildi ve nanodrop
ile miktar ve saflik tayini yapildi (Tablo 2). Olciim sonuglarma gére Touchdown PCR (TD-PCR)
ile gogaltilmak i¢in konsantrasyonu, A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 uygun araliklarda olan
B2C, B30, B6T, B14, B15 ve 3B9P1 drnekleri secildi.

Tablo 2: aDNA miktar ve saflik tayini

) Nukleik Asit Konsatrasyonu

Ornek (ng/uL) A260/A280 | A260/A230
B14 13,4 1,8 0,16
B6T 14,4 1,8 0,08
B15 22,2 1,73 0,05

3B9P1 13,3 1,78 0,08
B2C 12,4 1,84 0,13
B30 12,3 1,84 0,11
B3 55 2,29 0,13
B7 43,6 1,61 0,08
B17 2,8 6,31 0,07
B24 50,2 1,52 0,11
B2T 43,7 1,55 0,13

B20M1 7 2,16 0,05
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B2M 19,3 1,67 0,12
B11 14,4 1,87 0,03
B21 37,5 1,62 0,06
B23 57,6 1,6 0,08
K12 56,6 1,61 0,08
B5T 51,8 1,43 0,4
K12 11,6 1,95 0,18
Bl 8,8 1,98 0,09
B8 6,6 1,99 0,16
B11 3,1 4,05 0,06
B18 5,6 1,98 0,11
1B22B 6,9 2,17 0,1
2B22K 38,4 1,56 0,11
B20M2 9,9 1,9 0,18
4B9P2 37,9 1,59 0,1

[llumina MiSeq® platformunda gergeklestirilen dizileme sonuglari kullanilarak TLOS Antik
Kenti kazilarindan elde edilen 6rnegin haplogruplart MITOMAP platformundaki MITOMASTER
program ile tespit edildi (Tablo 3).

Tablo 3: Haplogrup ve varyasyon tespiti

Ornek

Haplogrup Varyasyonlar
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T89C, A93G, T146C, A263G, A750G,

Al1438G, C2218T, T2486C, A2706G,

A4256G, G4580A, A4769G, C7028T,

B14 HV AT430G, C7774T, A8860G, C8910T,

T10238C, A10398G, T12130C, C13206A,

C14815T, A14927G, A15326G, G15928A,
C16114T, A16269G

AT3G, C150T, A263G, A750G, A1438G,
A2706G, T3197C, G4580A, A4769G,
A5656G, C7028T, A7385G, A7768G,

B6T U5hb A8860G, C8910T, G9477A, T10927C,

Al11467G, G11719A, G12618A, T13617C,

T14182C, G15043A, A15326G, G15928A,

C16270T

G709A, A750G, A1438G, A2706G, A4769G,
B15 HVO C7028T, A8860G, A14233G, G15043A,
A15326G, A15607G, G15928A, T16298C

AT750G, Al1438G, A2706G, A4769G,G6734A,
A8860G, C8910T, T12130C, T14470C,
T14857C,A15326G, C15904T,C16114T,

A16269G

3B9P1| HVOa

T89C,A93G,A750G,A1438G, A2706G,

B2C V7b G4580A, A4769G, C7028T, G7444A,

A8860G, C8910T,T14857C, A15326G,
G15928A, A16269G

AT50G, Al438G, A2706G, G3591A, G4580A,

A4769G, G6026A, C7028T, G7444A,

B30 V7b A8860G, C8910T, T10034C, T10927C,

T12130C, C13206A, T13260C, G13368A,

T14857C, A15326G, C15904T, C16114T,
A16269G

Dizileme sonuglarina gore iist-haplogrup olarak ROa alinarak filogenetik aga¢ hazirlandi ve
MEGAT7 programini kullanarak olusturuldu (Sekil 2).
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B30

3B9P1

B2C

B6T

Haplogrup Roa

0.00020

Sekil 2: MEGA 7 ’ye gore ROa haplogrubu kék alinarak ¢izilen filogenetik agag-1

Calisma sonucunda elde edilen haplogruplarin kendi aralarindaki cesitlilige bagli olarak
filogenetik agaclar1 “neighbor-joining” yaklasimai ile ¢izildi (Sekil 3 ve Sekil 4).

B30

3B9P1

B14

B2C

B15

B6T

| |
0.000100

Sekil 3: “Neighbour-joining” yaklasimi ile ¢izilen filogenetik agag¢-1

8

]
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Sekil 4: “Neighbour-joining ” yaklagimi ile ¢izilen filogenetik agag-2

Bu c¢alismada; TLOS Antik Kenti kazilarindan elde edilen iskeletlerden DNA izolasyonu
yapilmasi ve mtDNA’nin tamaminin dizilenmesi ve bu diziler iizerinde molekiiler analizler
yapilmasi hedeflenmistir. Prof. Dr. Taner Korkut Baskanliginda yiiriitiilen kazilardan saglanan
iskelet 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildi, mtDNA’nin tamami dizilendi ve biyoenformatik
araclar kullanilarak filogenetik agaci ¢izildi (Sekil 2-4) ve haplogrup tayini yapildi (Tablo 3). Bu
orneklerden B2C ve B30 bireyinin V7b, B6T bireyinin U5b, B14 bireyinin HV, B15 bireyinin
HVO0, 3B9P1 bireyinin HV0a haplogrubuna dahil olabilecegi tespit edildi. Iskeletlerden elde edilen
DNA’larin spektrofotometre ile yapilan Olgtimlerinde B2C, B30, B6T, B14, B15 ve 3B9PI
bireylerinin A230/280 oranina bakilarak (Tablo 2) sonuglarinin aDNA c¢alismalari i¢in uygun
oldugu goriildii. Oliim sonrasinda meydana gelen DNA hasar1 ve pargalanmast aDNA
caligmalarinda karsilagilan en temel ve 6nemli sorundur (Paabo S. , 2004). Bununla beraber
kontaminasyondan sakinmak ve aDNA calismalarinin giivenilirligini korumak i¢in belirli kriterler
olusturulmus ve uygulanmistir (Cooper & Poinar, 2000) (Hofreiter, Serre, Poinar, Kuch, & Paabo,
2001). Ayrica DNA izolasyonunun gergeklestirildigi laboratuarlarda hava filtreleme sistemleri,
UV lambasi, steril kiyafet ve pozitif hava basincinin bulunmasi basart sansini arttiracaktir (Krause
J., 2010). Bu ¢alismada adli bilimler ve aDNA ¢alismalarinda hizli ve giivenilir sonu¢ vermesi
nedeniyle siklikla tercih edilen Invisorb Spin Forensic Kiti kullanilmistir. Bu kitin tercih
edilmesinde von Wurmb, Meissner ve Wegener’in yaptiklart ¢alismada (2001) gosterildigi tizere
adli bilimlerde DNA izolasyonu ve sonrasindaki asamalarda etkin sonu¢ vermesi énemli rol
oynamistir. Bununla beraber standart olarak uygulanan silika bazli DNA izolasyonu protokolleri
cogunlukla 40 b¢’den daha uzun molekiilleri elde etmeye egilimlidir (Rohland & Hofreiter, 2007)
ancak son zamanlarda gelistirilen tekniklerle cok kisa DNA parcalarini hedefleyen izolasyon
protokolleri gelistirilmistir (Dabney, et al., 2013). Bu yontemlerin yayginlagsmasi aDNA
caligmalarinda daha verimli sonu¢ alinmasini saglayabilir.

Spektrofotometre ile DNA miktart ve safligi 6lgiimiinde aDNA’nin yani sira bulunmasi
muhtemel bakteri ya da mantar kékenli kontaminant DNA olabilir. 260 nm dalga boyunda yapilan
Olclim istenilen hassasiyete sahip olmayabilir. Pico Green gibi dsDNA’ya baglanan ve hassasiyeti
arttiran florasan boyalarin kullanilmasi daha dogru 6l¢iim yapilmasini saglayabilir (Singer, Jones,
Yue, & Haugland, 1997).

Bu ¢alismada, High Fidelity PCR Master Kiti kullanilarak TD-PCR yontemi ile mtDNA nin
tamami1 ¢ogaltildi. TD-PCR yontemi ile elde edilen sonuglarin 6zglinliigli, hassasiyeti ve iriin
miktarinda artis gézlenmistir (Korbie & Mattick, 2008). Orlando ve arkadaslari (2002), magara
ayilarinin popiilasyon genetigi lizerine yaptiklari calimada TD-PCR metodunda primerlerin kalip
DNA’ya baglanma 06zgiinliigliniin arttigin1 bildirmislerdir. Henke (1997) betainin primerlerin
baglanma 6zgiinliigiinii arttirdigini arttirdigini tespit etmis ve bu g¢alismada primerlerin kalip
bolgelere baglanmasini arttirabilmek amaciyla kit prosediiriinden farkli olarak H>O yerine 2.5 pl
(stok 5M) betain (2-trimethylammonioacetate) eklenmis ve TD-PCR yontemiyle mtDNA’nin
tamaminin ¢ogaltilmasi saglanmistir.
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Bu calismada elde edilen PCR iirlinleri DONE Genetik ve Biyoinformatik Anonim Sirketi
tarafindan Illumina MiSeq® platformunda yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak
dizilenmistir. Yeni nesil dizileme platformlar1 kullanilarak dizilenen aDNA molekillerindeki
sitozin deaminasyonu, depiirinasyonu ve pargalanma oranlar1 hakkinda dogrudan bilgi sahibi
olmamizi saglamaktadir. Ornegin 6liim sonras1 hidrolitik hasarlari piirin bazlarini hedef aldig1 ve
bu bazin eliminasyonu ve zincir kiriklarina yol actig1 tespit edilmistir (Overballe-Petersen,
Orlando, & Willerslev, 2012). Illumina platformu ile gergeklestirilen yeni nesil dizileme
uygulamalar1 sonunda yiiksek verimle aDNA dizileri elde edildigi gortilmustir (Rizzi, Lari, Gigli,
De Bellis, & Caramelli, 2012).

Yapilan calisma sonunda Illumina platformunda yeni nesil dizileme teknolojisinin yiiksek
verimle ve etkili olarak uygulanmistir. Bu ¢alismada kullanilan alt1 6rnegin birbirleri ve en yakin
kok olarak alinan ROa ile olan iliskileri MEGA7 programi kullanilarak neighbor-joining yaklasimi
ile ¢izildi. Neighbor-joining yaklagim1 Saitou ve Nei (1987) tarafindan ortaya konulmus ve uzun
stredir mesafe temelli evrimsel aga¢ ¢izimlerinden birisi olarak kabul gérmektedir. Tlos antik
kentinden elde edilen arkeolojik bulgular incelendiginde, bu bdlgede Neolitik donemden
Demirgagma kadar insan yerlesiminin izleri goriildigi belirtilmistir (Korkut, 2015). Cizilen
evrimsel agacta orneklerin birbiri ile yakin iliskide olmasi ve ROa haplogrubunun altindan olmalar1
arkeolojik verileri desteklemektedir. Bu ¢alismada yapilan haplogrup analizine gore B14 bireyi
HV, B6T bireyi U5b, B15 bireyi HVO0, 3B9P1 bireyi HVO0a, B2C ve B30 bireyleri V7b
haplogruplarma dahil olduklar1 gériildii ve Ust haplogrup olarak R0a tespit edildi (Tablo 3). R0Oa
haplogrubu giiniimiizden yaklasik olarak 28.900 ila 51,100 yil 6ncesinde ortaya ¢ikmis ve Yakin
Dogu ve Avrupa’daki insan mtDNA haplogrup ¢esitliligine koken oldugu bilinmektedir (Behar, et
al., 2012). Schonberg ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2011), Avrupa’nin kolonizasyonunun
yaklasik 40.000 y1l once gergeklestigi ve bu donemde Anadolu cografyasinin 6nemli yollardan
birisi oldugu belirtilmistir. HV, HV0 ve HV0a haplogruplar ise giiniimiizden yaklasik 20.000 y1l
once son buzul ¢ag1 oncesinde ortaya ¢ikmis ve giinlimiizde Avrupa ve Yakin Dogu’da haplogrup
cesitliliginin yaklasik olarak %40’1n1 olusturmaktadir (Achilli & Rengo, 2004). U5b haplogrubu
ve ait oldugu iist haplogrup olan US ise ozellikle Bat1 Avrasya’da Mezolitik donemde oldukc¢a
yiiksek frekansta bulundugu rapor edilmistir (Brandt, Szecsenyi-Nagy, Roth, Alt, & Haak, 2014).
Giliniimiizde ise bu haplogrubun mtDNA genetik havuzundaki orani olduk¢a diigsmiistiir. Buna
sebep olarak Nikitin ve arkadaslarinin (2017) raporladigi lizere Mezolitik donemden Neolitik
doneme geg¢is esnasinda oraya ¢ikan tarim temelli liretimin getirdigi ¢arpict ekonomik ve kiiltiirel
degisim gosterilebilir. Bu veriler géz oniine alindiginda Mezolitik donemdeki avci-toplayici
popllasyonuna 6zgu US5Sb haplogrubu ile Tlos antik kendinde karsilagilmasi Likyalilarin
Anadolu’ya 6zgii bir halk olduguna dair linguistik bulgulari ve Korkut (2015) belirttigi tizere Likya
halkinin Hellen kokenli oldugu savinin aslinda Anadolu halklarin1 Hellenlestirmeye yonelik
soylemler oldugunu desteklemektedir. V7b haplogrubu ise Sokolov ve arkadaslarinin (2016)
belirttigi lizere Avrasya’da Neolitik donemin baglarinda yiiksek oranda bulunan bir haplogruptur.
USb haplogrubu ile benzer sebeplerden giiniimiizde 6zellikle Dogu Avrupa’da diisiik oranda
bulunmaktadir. Bu calismada elde edilen bulgular 1s18inda Tlos (Fethiye/Mugla) kazilarinda
bulunan iskeletlerde yapilan analizlerde bulunan HV, HV0, HVO0a ve V7b haplogruplar1 Korkut
(2015)’un belirttigi arkeolojik verilere uyumlu olarak Neolitik donemden Demirgaga kadar insan
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yerlesiminin izlerini dogrular niteliktedir. U5Sb haplogrubunun bulunmasi ise heniiz arkeolojik
kayitlarda olmayan Mezolitik donem avci-toplayicilarinin Neolitik donemdeki tarim yapan insan
populasyonu ile kismen kaynastigint ve Tlos’taki insan mtDNA gen havuzuna katkida
bulunduklarmi gostermektedir. Bu calisma Anadolu’ya 6zgii uygarliklarin ge¢cmislerinin ve
kokenlerinin anlasilmasi, arkeoloji ve antropoloji ile birlikte disiplinler arasi yapilan ilk
caligmalardan biridir ve bu 6zelligi bakimindan ile 6ncii niteligi vardir.
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