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Abstract

Molecular anthropology has been dramatically enhanced recently by the development of high-
throughput next generation sequencing. Significant datas have been obtained in respects of bio-
cultural evolution of human under favour of ancient DNA researches in recent years. In Turkey,
even if giving consequence to this field has been increased for five years, it is still limited. In
this study, d-loop region of mitochondrial DNA extracted from human skeletons which
uncovered from Nif Mountain Excavations in Izmir, Turkey was sequenced and haplo-groups
were determined. Then, it was aimed to set down migration patterns using bioinformatic tools.
In-depth information about Western Anatolia was revealed by evaluating this datas with
archeological findings. This study has importance to pave the way of ancient DNA researches
that is going to conduct in the future in Turkey. Information was got from this study has
qualification to be a source future researches from archeological excavations of Western
Anatolia. This thesis that bears archeological and historical records out has also a potential to
lead to interdiciplinary fields.
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Oz

Molekiiler antropoloji, son yillarda ilerleyen yiiksek ¢iktili dizileme teknolojileri sayesinde
biiyiik bir hizla gelisen bir alandir. Antik DNA ¢alismalari ile son yillarda insanin biyo-kulturel
evrimine dair 6nemli veriler elde edilmistir. Tiirkiye’de bu alana ilgi son bes yilda artmis olsa
da halen sinirlidir. Bu tez ¢alismasinda, Izmir Ili Nif Dag1 Kazilari’nin ii¢ farkli bélgesi olan
Karamattepe, Ballicaoluk ve Bagpinar alanlarindan ¢ikarilan {i¢ farkli bireye ait iskeletlerden
aDNA izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen aDNA’larin mitokondriyal DNA d-loop bdlgesi

8 primer kullanilarak “touchdown PCR” yontemi ile ¢ogaltildi. Cogaltilan bdlgeler sanger
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yontemiyle dizilendi ve bu ii¢ bireyin haplogruplar1 biyoinformatik araclar yardimiyla tespit
edildi. Bu ¢alisma, Tirkiye’de gelecekte yapilacak antik DNA calismalariin oniinii agacak
nitelikte olmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bati Anadolu’nun arkeolojik ve tarihsel
kayitlarim1 destekleyen bu tez, ayni zamanda disiplinler arasi g¢alismalara Onciiliilk etme
potansiyeli tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: antik DNA, mitokondriyal DNA, haplogrup, go¢ ortntleri

33



Socrates Journal of Interdisciplinary Social Studies, 2021, Year 7, Volume 9

Giris

Insan var oldugu siire boyunca merak eden bir canli olmustur. Dolayisiyla bilimin tarihi de en
az insanligin tarihi kadar eskidir. insanligin ilk icatlarindan biri olarak kabul géren alet
kullanim1 ayn1 zamanda beynin gelisimi siirecine de biiyiik katkilar sunmustur. Evrimsel siire¢
icin kisa sayilacak yaklasik 2 milyon yilda beynin biyokiiltiirel evrimi bugiinkii uygarliklar
kuracak seviyeye ulasmistir (Ozbek, 2007). Son 2 milyon yilda insanmn antropolojik tarihi
biiyiik degisimler kayit altina almistir. Bu degisimler cogunlukla birbirine siki sikiya baghdir.
Bipedal (iki ayak iizerinde) yasama geg¢is, alet yapma, el-géz koordinasyonunun saglanmasi,
iletisim becerilerinin sistematik hale gelmesi ve beynin evrimi insanin biyokiiltiirel evriminde
kose taglaridir (Morgan, et al., 2015). 20. yiizyilda DNA ile yapilan ¢alismalar hizla ilerlemis,
bir¢ok farkli alana yayilmistir. Teknolojik birikim ve donanim da bu ¢aligmalara paralel olarak
artmis, bu sayede dizileme teknolojileri gelismis ve canlilarin tiim genom dizileri saptanmaya
baslamistir. 20. yilizyilin son ¢eyreginde ise artik insan genomunun dizilenmesi konusulmaya
baslanmus, biiyiik biitelerle Insan Genom Projesi hayata gegirilmis ve ilk taslak sonuglar1 2001
yilinda agiklanmistir (Rajan, 2012). Bugiin DNA teknolojisi sentetik organizma tretiminden
(Pennisi, 2010) veri depolamaya (George, et al., 2012) kadar birgok alanda kullanilmaktadir.
Antik DNA (aDNA) ¢alismalari ise bu tarihgeye paralel olarak ilerlemistir. ik olarak Higuchi
ve arkadaslar1 (1984) tarafindan soyu tikkenmis giiney afrika zebrasinin bir alt tiirtine ait olan
iskeletin DNA’s1 izole edilmis, daha sonra ise Pddbo (1985) tarafindan Misirli bir mumyaya ait
DNA pargasi bakteriye klonlanmistir. Ancak az miktarda ve kalitesiz olan bu DNA, bakteriden
geri izole edilememistir. Mullis’in (1987), DNA’y1 enzimatik olarak in vitro ortamda
cogaltmayr saglayan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemini bulunmasi ile
aDNA’lardan da sayisiz miktarda kopya elde edilebilmesinin 6nii agilmigtir (Hagelberg, et al.,
2015). Antik DNA c¢alismalari, taksonomide, adli tipta, soyu tiikenmis tiirlerin biyolojik
adresinin tespitinde, go¢ Oriintiilerinin belirlenmesinde ve siklikla evrim c¢aligmalarinda bilim
diinyasina énemli katkilar sunmaktadir (Paabo, et al., 2004). Bu calismada, izmir ili Nif Dagi
Kazi alanindan ¢ikarilan insan iskeletlerinden mitokondriyal genom d-loop bolgesi dizilenerek
haplogrup tespiti yapmak ve bdlgeye dair go¢ yollarmi aydinlatmak amaglanmistir. Bu
caligmadan elde edilecek verilerin, bolgede siirmekte olan kazi calismalarinin ¢iktilariyla

birlestiginde bdlgenin tarihsel gegmisinin aydinlatilabilecegi ongoriilmektedir.
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Materyal ve Metot

Bu ¢alismada kullanilan ve 3 farkli bireye ait olan disler, 1.U. Edebiyat Fakiiltesi, Arkeoloji
Boéliimii, Klasik Arkeoloji ABD tarafindan Temmuz — Agustos aylarinda gerceklestirilen, Izmir
ili Nif Dag1 Kazilarinin Ballicaoluk, Karamattepe ve Baspmar alanlarinda bulunan insan
iskeletlerinden alinmistir. Mezar agildiktan sonra, mezar civarinda en az sayida kisinin kalmasi
saglanmis ve drnekleme miimkiin olan en steril kosullarda yapilmistir. Ornekleme, Avustralya
Antik DNA Merkezi’nin (ACAD) yayinladigir 6rnekleme prosediiriine uygun olarak yapildi
(Cooper & Haak , 2010). Bu protokole uygun olarak iskeletin yatis pozisyonu ve kafatasinin
konumu belirlendikten sonra 6rnekleme yapilacak dislerin yeri belirlenmis ve steril eldiven ile
maskeler kullanilarak kanin disler alindi. Orneklemede, tek koklii olmasi ve kolayca ¢ikarilmasi
nedeniyle genellikle kanin digler alinmis, kaninlerin uygun olmamasi veya bulunamamasi
durumunda diger disler tercih edilmistir. Alinan 6rnekler, laboratuvara ulastirilana kadar +4
°C’de muhafaza edilmis ve laboratuvara soguk zincir yontemi kullanilarak ulastirilmistir.
Omnekler, laboratuvar ¢alismalar1 baslayana kadar +4 °C’de saklanmistir.

Yuzey Sterilizasyonu

DNA izolasyonu yapilacak olan laboratuvar ¢aligma dncesi 2 saat boyunca UV 1sik ile sterilize
edildi. Daha sonra oOrnekler, 5 dakika siiresince, 1/3 (v/v) oraninda steril destile su ile
sulandirilmig sodyum hipoklorit (camasir suyu) igerisinde bekletildi ve 30 dakika boyunca UV
1518a maruz birakildi. Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen digler boyun kismindan kesici alet
(SKIL Rotation tool 1415 AC) ile kesildi ve cihaza her yeni 6rnek kesimi isleminden sonra
steril ug takildi. Kesilen dis kokii steril havanlarda ezilerek toz haline getirildi.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda, ticari olarak temin edilen The Invisorb Spin Forensic Kit (STRATEC
Biomedical AG, Germany, Katalog Numarasi: 1034110300) kullanildi ancak bu kitin aDNA
caligmalarina uygun hale getirilmesine yonelik optimizasyonu yapildi. Kit dahilindeki Bone
Lysis Enhancer solusyonu yerine 490 uLL. EDTA ve 10 pL Proteinaz K soliisyonu kullanildi ve
toz haline getirilen dis kokii, bir gece 56 °C sicaklikta calkalayicida inkiibe edildi. DNA
izolasyonun devami, kit prosediiriine uygun olarak yapildi. Her bir 6rnekten iki ayr1 DNA
izolasyonu yapild1 ve izole edilen DNA’larin miktar ve saflik tayinleri nanodrop (Thermo

Scientific Nanodrop 2000, ABD) ile saptand.
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Mitokondri Dna’simin D-Loop Boélgesinin “Touchdown” Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Touchdown Pcr) ile Cogaltilmasi

Orneklerden izole edilen DNA’larda mitokondri DNA’s1 d-loop bdlgesinin tamaminimn
cogaltilabilmesi i¢in bu bdlgeye 6zgiin 8 adet primer “NCBI Primer Blast” ¢evrimigi programi
kullanilarak tasarlandi (Tablo 1). Primerlerin ¢ogalttig1 bolge (amplikon) “SnapGene” programi
kullanilarak belirlendi (Sekil 1).

Tablo 1: Primer listesi

Adi Dizisi (5" % 3') PB (bg) Tm (°C) %GC UB (bg)
HVR_1-F AAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGC 25 57,78 36

HVR_1-R TGATGTGTGATAGTTGAGGGTTG 23 58,42 43,48 e
HVR_2-F GGTACCATAAATACTTGACCACCTG 25 59,18 44

HVR_2-R TTTCACGGAGGATGGTGG 18 56,54 55,56 2
HVR_3-F CATAGTACATAAAGCCATTTACCG 24 55,75 37,5

HVR_3-R TGATAGACCTGTGATCCATCG 21 56,71 47,62 20
HVR_4-F TGAACTGTATCCGACATCTGG 21 57,2 47,62

HVR_4-R CGCCTGTAATATTGAACGTAGG 22 57,03 45,45 27
HVR_5-F GTATGCACGCGATAGCATTG 20 57,78 50

HVR_5-R GGGGTTTGGCAGAGATGTG 19 58,43 57,89 2
HVR_6-F ATGTCTGCACAGCCACTTTC 20 58,76 50

HVR_6-R GTGTGTGCTGGGTAGGATGG 20 60,39 60 272
HVR_7-F TTGGCGGTATGCACTTTTAAC 21 57,44 42,86

HVR_7-R ACTCACTGGAACGGGGATG 19 59,02 57,89 .
HVR_8-F CCTCCTCAAAGCAATACACTG 21 56,61 47,62

HVR_8-R CACGAAATTGACCAACCCTG 20 57,3 50 28
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Sekil 1: Primerlerin taradig1 bolge

Amplikonlarin verimli olarak g¢ogaltilabilmesi igin {i¢ farkli ticari PCR kiti prosediirlerine
uygun olarak denendi. Bu kitler sirasiyla; GeneDirex Taq Polimeraz (KN: MB101-0500),
Norgen Tag Polimeraz (KN: 28095) ve High Fidelity PCR Master (Roche Diagnostics,
Deutschland, KN: 11732650001) kitleri olarak belirlendi. Buna ek olarak, polimerizasyon
reaksiyonu asamasinda primerlerin kalip bolgelere baglanmasini arttirabilmek amaciyla High
Fidelity PCR Master kiti ile yapilan demeye kit prosediiriinden farkli olarak H20 yerine 2.5 pl
(stok 5M) betain eklendi. Reaksiyonlarin tamami “Touchdown PCR” yontemi ile C1000
Thermal Cycler (Biorad Laboratories, Inc., ABD) cihazi kullanilarak Tablo 2’de belirtilen
kosullarda yapildu.

Tablo 2: PCR kosullart

Reaksiyon Dongli Siire Sicakhk
Baslangi¢ Denatlirasyonu 1 2 dk 95°C
Denatlirasyon 30sn 95°C
Baglanma 45 30sn 60 °C'den 52 °C’ye kadar
Uzama 30 sn 72°C
Son Uzama 1 5 dk 72°C
Saklama 1 Suresiz 4°C

D-Loop Bolgesine Ait Cogaltilan Amplikonlarin Dizilenmesi ve Biyoinformatik Analizleri
PCR ile ¢ogaltilan d-loop bolgesine ait amplikonlarin sanger dizilenmeleri, DONE Genetik ve
Biyoinformatik Anonim Sirketi tarafindan ABI 3730 XL (Applied Biosystems, ABD) cihazi
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kullanilarak yapilmistir. Dizileme isleminden sonra, ham dizi verileri diizenlenerek FASTA

formatina donistiiriildii ve tiim amplikon dizileri birlestirildi. Birlestirilen diziler ilk olarak

CLUSTALW yazilimiyla revize edilmis Cambridge Referans Dizisi’ne (rCRS) gore hizalama

yapildi ve MEGA4 yazilimiyla neighbour-joining yaklasimli filogenetik aga¢ olusturuldu.

Haplo-grup tespitleri, phylotree veri tabanini1 kullanarak ¢alisan MitoTool platformu ile yapildi.

Bulgular

Her ii¢ 6rnekten de iki set halinde yapilan DNA izolasyonlarinin nanodrop cihazi ile yapilan

spektrofotometri 6l¢iim sonuglar: Tablo 3’de gdsterilmistir.

Tablo 3: Konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.

Ornek No. Konsantrasyon
y 260/280 260/230  Kazi Alani
(ng/uL)
KM17a 3,8 2,06 0,17
Karamattepe
KM17b 7,4 1,85 0,11
BOM?2a 19,5 1,56 0,22
Ballicaoluk
BOM2b 24,7 1,53 0,21
BM37a 3 2,33 0,09
Bagpinar
BM37b 9,7 1,68 0,08

Cogaltim tepkimeleri i¢in ve Taq Polimeraz denenmistir. Bu polimerazlardan GeneDirex Taq

Polimeraz ve Norgen Tag Polimeraz’dan sonu¢ alinamazken High Fidelity PCR Master

reaksiyonunda bant saptanmustir (Sekil 2, 3 ve 4).

Kontrol DNA

BOM2b

50 no/ul kontrol DNA ile)

Sekil 2: Genedirex deneme reaksiyonu.
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Norgen tag polymerase deneme reaksiyonu

Sekil 3: Norgen Taq Polimeraz deneme reaksiyonu.

50 bp DNA Ladder

ROCHE High Fidelity deneme

Sekil 0: ROCHE High Fidelity Taq Polimeraz deneme reaksiyonu.

Bu denemeler sonucunda ROCHE High Fidelity Taq Polimeraz kullanilmasina karar verilmis,
baglanmayi arttirarak ¢ogaltimi1 daha kaliteli hale getirmek i¢in reaksiyona H2O yerine betain
eklenmistir ve daha yogun bantlar gozlenmistir. Buna bagli olarak tiim 6rneklerden 8 primer ile

¢ogaltim yapilmis ve her 6rnek i¢in tiim amplikonlar ¢ogaltilabilmistir (Sekil 5).

Sekil 5: ROCHE High Fidelity Taq Polimeraz+Betain reaksiyonu.
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Daha sonra, ¢ogaltilan amplikonlar dizilenmistir. ABI 3730 XL yeni nesil dizileme cihazi

kullanilarak yapilan dizileme sonuglarina dair kromatogramlar Sekil 6-12 arasinda

gosterilmistir.
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Sekil 8: BM37a Amplikon 3
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Sekil 10: BM37a Amplikon 5
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Sekil 11: BM37a Amplikon 6
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Sekil 12: KM17b Amplikon 8

Kromatogramlar degerlendirildiginde, dizileme kalitesinin aDNA’nin hasarlt yapis1 ve
kontaminasyondan dolay: diisiik oldugu gozlendi. Ilk olarak tim &rnekler rCRS’ye gére
hizaland1 ve hatali 6rnekler tespit edildi. Yiiksek oranda hatali oldugu tespit edilen BM37a,
BOM2b ve KM17a olmak iizere ii¢ 6rnek analiz sonuglarina katilmadi. Daha sonra bireylerin
birbirleriyle olan iligkileri gdstermek amaciyla MEGA4 yazilimi kullanilarak filogenetik agac
olusturuldu (Sekil 13). Evrimsel akrabalik agacina bakildiginda, BOM2 6rnegi ile KM17

orneginin birbirlerine BM37 6rneginden daha yakin oldugu saptandi.
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BOM2a

@‘\'5@ K2 %

Sekil 13: Neighbour-joining metodu ile gizilen evrimsel akrabalik agaci.

MitoTool yazilimi kullanilarak yapilan haplo-grup tespitleri Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 0: Belirlenen haplo-grup tespitleri

Birey Haplo-grup Hatalar

H2a1f:263;
BM37 H2alf, USa2blb, U5a2b2al U5a2b1b:73, 263, 16256;

U5a2b2al:73, 263, 16256

BOM?2 P4bl P4b1:73, 263

KM17 T2c1, T2k T2c1:73, 263; T2k:73, 263
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Tartisma ve Sonug¢

Bu calismada Izmir i Nif Dag1 Kazilarinin {i¢ farkli arastirma alanindan ¢ikarilan iskeletlerin
mitokondriyal genomlarinin haplo-gruplarinin ve birbirleriyle olan iliskilerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu hedefe yonelik olarak, 3 bireyin DNA izolasyonlar1 yapildi ve mtDNA d-
loop bolgeleri dizilendi. Son asamada, biyoinformatik yontemler kullanilarak haplo-grup tespiti
yapildi. DNA sonras1 yapilan spektrofotometrik dl¢limlerin sonuglarina gére, DNA miktart ve
saflik degerinin aDNA c¢alismalar1 agisindan basarili oldugu gézlenmistir. Uzun yillar toprak
altinda kalmis olmasi nedeniyle DNA miktar1 ve kalitesinin diisiik olmas1 aDNA ¢alismalarinin
ortak sorunudur. Bu nedenle, basarili cogaltim yapilabilmesi amaciyla farkli PCR prosediirleri
ve protokolleri denenmistir. En bagarili sonucun betain eklenerek yapilan reaksiyondan alindigi
tespit edilmistir (Sekil 5). Bu yontem ile tiim ornekler ¢cogaltilabilmis, daha sonra dizileme
islemi yapilmistir. Dizileme kromatogramlarina bakildiginda arka planda yogun miktarda
giiriiltii bulundugu tespit edilmistir. Her ne kadar kontaminasyon riskine karsi gerekli 6nlemler
alimmig olsa da, arka plandaki giiriiltiiniin nedeninin kontaminasyon oldugu agiktir. Tim
analizler bu durum g6z 6niinde bulundurularak yapilmistir. Ayni sebepten, sonucglarin yanlis
yorumlanmasina sebep olabilecek ii¢ 6rnek analizlerden ¢ikarilmistir. Ug bireyin birbirleriyle
olan iligkileri ¢izilen evrimsel agacta gdosterilmistir. Bu bulgu, arkeolojik verilerle
desteklenmektedir. Evrimsel agagta birbiriyle iliskili goériinen BOM2 bireyi (Ballicaoluk) ile
KM17 bireyinin (Karamattepe) yasadiklar1 bolgeler, cografi olarak yakin konumlarda
bulunduklar1 gibi, tarihsel olarak da yakin donemde yasamis olabilecekleri diigiiniilmektedir.
BM37 kodlu Bagpinar mevkiinde Bizans Doneminde yasamis olan birey ise evrimsel agacta
digerlerinden uzakta konumlanmistir (Sekil 12). Haplo-grup verilerine bakildiginda, KM17
bireyinin T2, BM37 bireyinin U5a2 veya H2a, BOM2 bireyinin ise P4b1 haplo-grubuna dahil
olabilecegi saptanmistir. P4b1l haplo-grubu Avustralya Aborjinlerine 6zgudir (van Holst
Pellekaan, et al., 2006). Yaklasik olarak MO 4. Yiizyila tarihlenen BOM2 6rneginin Avustralya
Aborjinleri ile akraba olabilecegine dair tarihsel bir kayit bulunmadigindan haplo-grup

tespitinde hata oldugu diisiiniilmektedir.
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