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OZET

YUKSEK LiSANS

INSAN iSKELETLERINDE MiTOKONDRIYAL GENOM ANALIZi VE
HAPLO-GRUP TAYINi

Nefize Ezgi ALTINISIK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Dog¢. Dr. Ercan ARICAN

Molekiiler antropoloji, son yillarda ilerleyen yiiksek c¢iktili dizileme teknolojileri
sayesinde biiyiik bir hizla gelisen bir alandir. Antik DNA ¢aligmalari ile son yillarda
insanin biyo-kiiltiirel evrimine dair 6nemli veriler elde edilmistir. Tiirkiye’de bu alana
ilgi son bes yilda artmis olsa da halen sinirlidir.

Bu tez calismasinda, Izmir Ili Nif Dag1 Kazilari’nim ii¢ farkli bolgesi olan Karamattepe,
Ballicaoluk ve Bagpinar alanlarindan ¢ikarilan ti¢ farkli bireye ait iskeletlerden aDNA
izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen aDNA’larin mitokondriyal DNA d-loop bolgesi
sekiz primer ¢ifti kullanilarak “touchdown PCR” yontemi ile ¢ogaltildi. Cogaltilan
bolgeler sanger yontemiyle dizilendi ve bu ii¢ bireyin haplo-gruplar1 biyoinformatik
araglar yardimiyla tespit edildi.

Bu calisma, Tiirkiye’de gelecekte yapilacak antik DNA ¢alismalariin 6niinii agacak
nitelikte olmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bati Anadolu’nun arkeolojik ve tarihsel
kayitlarin1 destekleyen bu tez, ayn1 zamanda disiplinler arasi ¢alismalara onciiliik etme
potansiyeli tasimaktadir.

Mart 2015, 79 sayfa.

Anahtar kelimeler: antik DNA, mitokondriyal DNA, haplo-grup, go¢ oriintiileri
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

MITOCHONDRIAL GENOME ANALYSIS AND HAPLO-GROUP
DETERMINATION IN HUMAN SKELETONS

Nefize Ezgi ALTINISIK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Ercan ARICAN

Molecular anthropology has been dramatically enhanced recently by the development
of high-throughput next generation sequencing technologies. Significant findings 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, aDNA isolations were performed from three human skeletons which
uncovered from three different site -Karamattepe, Ballicaoluk and Baspinar- of Nif
Mountain Excavations in Izmir, Turkey. Mitochondrial DNA d-loop regions of obtained
aDNAs were amplified by “touchdown PCR” using eight primer pairs. Amplified
regions were sequenced by Sanger sequencing method and this three individuals haplo-
groups were determined by using bioinformatic tools.

This study has importance to pave the way of ancient DNA researches that is going to
conduct in the future in Turkey. This thesis that bears archeological and historical
records out has also a potential to lead to interdiciplinary studies.

March 2015, 79 pages.

Keywords: ancient DNA, mitochondrial DNA, haplo-group, migration patterns



1. GIRIS

Insan var oldugu siire boyunca merak eden bir canli olmustur. Dolayistyla bilimin tarihi
de en az insanhigin tarihi kadar eskidir. Insanligin ilk icatlarindan biri olarak kabul géren
alet kullanimi ayni1 zamanda beynin gelisim siirecine de biiyiik katkilar sunmustur.
Evrimsel siire¢ i¢in kisa sayilacak yaklasik 2 milyon yilda beynin biyokiiltiirel evrimi

bugiinkii uygarliklar1 kuracak seviyeye ulasmistir (Ozbek, 2007).

Son 2 milyon yilda insanin antropolojik tarihi biiyiik degisimleri kayit altina almistir. Bu
degisimler cogunlukla birbirine siki sikiya baglidir. Bipedal (iki ayak {izerinde) yasama
gecis, alet yapma, el-goz koordinasyonunun saglanmasi, iletisim becerilerinin sistematik
hale gelmesi ve beynin evrimi insanin biyokiiltiirel evriminde kose taglaridir (Morgan ve
dig., 2015).

Canliligin kalitsal materyali eski caglardan beri bilimin konusu olmustur. DNA'nin
molekiiler yapis1 bilim tarihi icerisinde ¢ok kisa bir siire dnce tanimlanmis olsa da daha
onceleri genetik materyal olarak bircok tanimlama yapilmistir. Bu tanimlardan en tinliisti
Mendel’in bezelyelerle yaptigi deneylere dayanmaktadir, ancak en ilgi g¢ekici tanim,
Erasmus Darwin'e aittir: "Hayvanlar var olmadan ¢ok once, karalar ve okyanuslar
muhtemelen bitki topluluklari ile dolu oldugundan ve bu hayvan soylarindan ¢ok daha
once baska hayvan soylar1 da yasamis olduguna gore, tek ve ayni tiir canli ipligin, tim
organik hayatin nedeni oldugunu ve olmaya devam ettigini varsayabilir miyiz?" (Ridley,
2007)

Canlilarin evrimine dair goriisler tarih boyunca birgok diislinlir tarafindan One
striilmistiir. Ancak bunu ilk olarak sistematik sekilde eszamanli olarak ortaya koyan
Charles Robert Darwin ve Alfred Russell Wallace olmustur (Ertan, 2010). 1859'da
yayinladig Tiirlerin Kékeni adli kitabinda, Darwin, HMS Beagle gemisiyle ¢iktigt 5 yil
stiren yolculuga dair goézlemlerini ayrintili bi¢imde anlatmis ve tiirlerin evrim
mekanizmalarina dair ilk ¢arpict hipotezi ortaya atmistir (Moorehead, 2005). Ortaya attigi
dogal secilim hipotezi ortam kosullarina adapte olamayan canlilarin popiilasyondan

elenmelerine dayanir ve bu sekilde popiilasyon ortama uyum saglar (Darwin, 1859).



Darwin'in evrim teorisinde eksik olan nokta, bu adaptasyonun nasil bir kalitim
mekanizmasiyla saglandigidir. Kalittmin mekanizmasi ile ilgili 6nemli ipuglar1 aslinda,
1865’te Mendel tarafindan ortaya konmustur. Bezelye bitkisi iizerine yaptigi ¢alismalarda
Mendel, bagimsiz ayrisimin kalittm mekanizmasini ortaya koymustur. Dominant ve
resesif alleller kavramlariyla agikladigi kalitim mekanizmasinda, genotipin fenotipe
yansimasini ayrintili bigimde agiklamistir (Mendel, 1865). Kalitim materyalinin kimyasal
yapist ise 1953'te Rosalind Franklin'in c¢ektigi X 1smm1 fotografi ile ortaya c¢ikmustir
(Franklin ve Gosling, 1953). S6z konusu fotografi yorumlayan James Watson ve Francis
Crick, DNA'nin sarmal yapisini ilk kez modellemisler (Watson ve Crick, 1953) ve Nature

dergisinde yayinlanan bu ¢alisma ile daha sonra Nobel 6diilii almislardir.

20. ylizyilda DNA ile yapilan ¢alismalar hizla ilerlemis, birgok farkli alana yayilmustir.
Teknolojik birikim ve donanim da bu caligmalara paralel olarak artmis, bu sayede
dizileme teknolojileri gelismis ve canlilarin tiim genom dizileri saptanmaya baslamistir.
20. yiizyilin son c¢eyreginde ise artik insan genomunun dizilenmesi konusulmaya
baslanmus, biiyiik biitcelerle insan Genom Projesi hayata gegirilmis ve ilk taslak sonuglari
2001 yilinda agiklanmistir (Rajan, 2012). Bugiin DNA teknolojisi sentetik organizma
tiretiminden (Pennisi, 2010) veri depolamaya (George ve dig., 2012) kadar birgok alanda

kullanilmaktadir.

Antik DNA (aDNA) calismalari ise bu tarihgeye paralel olarak ilerlemistir. ilk olarak
Higuchi ve arkadaglar1 (1984) tarafindan soyu tiikenmis giiney afrika zebrasinin bir alt
tirtine ait olan iskeletin DNA’s1 izole edilmis, daha sonra ise Pddbo (1985) tarafindan
Misirli bir mumyaya ait DNA pargast bakteriye klonlanmistir. Ancak az miktarda ve
kalitesiz olan bu DNA, bakteriden geri izole edilememistir. Mullis’in (1987), DNA’y1
enzimatik olarak in vitro ortamda c¢ogaltmay: saglayan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) yontemini bulmasi ile aDNA’lardan da sayisiz miktarda kopya elde
edilebilmesinin 6nli agilmistir (Hagelberg ve dig., 2015). Antik DNA c¢aligsmalari,
taksonomide, adli tipta, soyu tiikenmis tiirlerin biyolojik adresinin tespitinde, goc
ortintiilerinin belirlenmesinde ve siklikla evrim ¢alismalarinda bilim diinyasina 6nemli

katkilar sunmaktadir (Péébo ve dig., 2004).

Okaryotik hiicrelerde bulunan mitokondri genomu, yiiksek kopya sayisi, ana-yanl

kalitim gostermesi, rekombinasyona ugramamasi ve belli bolgelerinde gorece yiiksek



mutasyon orani gibi nedenlerle aDNA c¢aligsmalarinda kullanilan 6nemli bir materyaldir
(Pakendorf ve Stoneking, 2005). Ozellikle paleogenomik alanindaki calismalarda yapilan
mtDNA analizleri ile toplulugun go¢ yollarindan popiilasyonlarinin biiyiikliigiine kadar

pek cok bilgiye erisilebilmektedir (Shapiro ve Hofreiter, 2014).

Bu tez ¢alismasinda, {zmir ili Nif Dag1 Kazi alanindan ¢ikarilan insan iskeletlerinden
mitokondriyal genom d-loop boélgesi dizilenerek haplo-grup tespitinin yapilmasi ve
bolgeye dair goc yollarinin aydinlatilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismadan elde edilecek
verilerin, bolgede stirmekte olan kazi ¢alismalarinin ¢iktilariyla birlikte b6lgenin tarihsel

gecmisinin aydinlatilmasina anlamli katkilarda bulunacagi dngoriilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

Amerikan Antropoloji Birligi, antropolojiyi insanligi ge¢gmisten bugiine inceleyen bilim
dali olarak tanimlar®. Antropoloji biliminin en &nemli dzelligi insan1 biyolojik ve kiiltiirel
bir varlik olarak biitiinciil bir bakis agisiyla incelemesidir. Modern Amerikan
antropolojisinin kurucusu {nlii antropolog Franz Boas, antropolojiyi dort ana dala

ayrrmustir (Sekil 2.1) (Kottak, 2014).

I.  Arkeoloji: Maddi kalintilar yoluyla insanin kiiltiirel tarihini inceleyen bilim dali.
ii.  Kiiltiirel Antropoloji: Toplumlar arasindaki kiiltiirel ¢esitliligi  kiiltiirleri
gbzlemleyerek inceleyen bilim dali.
iii.  Linguistik Antropoloji: Insanlik tarihinde var olan dillerin yayilimini ve
birbirleriyle olan evrimsel iligkilerini inceleyen bilim dali.
iv.  Biyolojik/Fiziksel Antropoloji: Insan1 6lciilebilen ve dlgiilemeyen &zelliklerine

gore inceleyerek, bireyler ve toplumlar arasindaki evrimsel baglantilar1 ortaya

koyan bilim dal1.
Antropoloji
|
1 1 1 1
.. Kiiltiirel Linguistik Biyo]ojik/Fizikse]
Arkeoloji .. .. ..
Antropoloji Antropoloji Antropoloji
Klasik Arkeo]oji Di . . L. -Molekiiler A'l]t'l‘OPOIOJI
. -Din Antropolojisi -Etnolinguistik -Paleoantropoloji
-Prehistorya E f limeuistik .
_Protohistorya -Etnogratya L -Sosyo inguisti -Antropogenetik
Y “Kent Antropol -Semantik -Pal loji
Verlesim Arkeolosisi ent Antropolojisi emanti aleopatoloji
eriesim (o) OJ S

-Paleodemografi

Sekil 2.1: Antropolojinin alt dallar1.

Bu dort bilim dali birbirleriyle derinlemesine iliskilidir ve her biri alt dallara ayrilmigtir.

Icerisinde insani barmdiran her olgu antropolojinin konusu olabilmektedir. Tiim bu

! http://www.aaanet.org/about/WhatisAnthropology.cfm



ozellikleriyle antropoloji, hem doga bilimlerine, hem yasam bilimlerine, hem de sosyal

bilimlere katkilar sunar (Eriksen ve Nielsen, 2011).

Arkeolojik kazilardan ¢ikarilan biyolojik materyaller saglik, beslenme, genetik iliskiler,
mikro-evrim ve popiilasyonun demografik 6zelliklerine (yas, cinsiyet, vd.) dair 6nemli
veriler sunmaktadir (Buikstra ve Ubelaker, 1994). Biyolojik antropologlar i¢in 6zellikle
yasayan ve soyu tiikenmis olan insan ve insansi (hominin) iskeletlerinin incelenmesi
bliylik 6neme sahiptir. S0z konusu iskeletlerde yapilan paleopatolojik caligmalarda
kemikte iz birakan kanser, anemi, osteoporoz, rasitizm gibi hastaliklar ile c¢esitli
yaralanmalar ve kemik travmalar1 (kirilma, ¢atlama vb.) tespit edilebilmektedir (Kottak,
2014)

Bahsi gecen teknikler, sadece kemigin dokusundan degil, ayn1 zamanda bir biitiin olarak
iskelet anatomisinin osteometrik Ozelliklerinden yararlanarak uygulanir. Osteometrik
teknikler, iskeletlerde referans alinan belirli noktalarin 6l¢iilmesine dayanir. Bu dl¢timler
bireyin cinsiyetini, yagini, yasam bi¢imini, beslenme sekillerini, ge¢irdigi bazi hastaliklari
ve travmalart ortaya koyar. Bunun disinda, fiziki antropologlar yumusak dokudaki
referans noktalarin1 kullanarak oksikolojik ¢alismalar yaparlar. Antropometri adi verilen
bu alan, yine adli bilimlerde maktiiliin 6liim seklinin veya siiphelinin kimliginin tespiti

gibi konularda uygulama alanina sahiptir.

Insan iskeletinde normal kosullarda 206 adet kemik bulunur. Cesitli varyasyonlar sonucu
bu say1 artabilir veya azalabilir. Kemikler, sinir sistemine bagl aksiyal olanlar ve bunun
disindakiler apendikular olmak fizere iki grupta incelenir. Aksiyal iskelet genel olarak,
kafatasi (nérokranium), yiiz kemikleri (splanknokranium), omurlar (vertebra) ve
kaburgalardan (kosta) olusur. Apendikular iskelet ise, alt ve iist ekstremiteler, kalga
kemigi (pelvis), kiirek kemigi (skapula) ve kopriicik kemiginden (klavikula) olusur
(Sekil 2.2).



§ s Superior essesesseseeeg

< o]
@ ¢
Q. 5
O 7]
)
a
L)
\\
) Proximal
'0
&
l"
Distal ¢’
Q~-

Sekil 2.2: Anatomik pozisyondaki insan iskeletinin anterior ve lateral yonlerden gériiniimii.
Superior: Ust; Inferior: Alt; Posterior: Arka; Anterior: On; Medial: Merkezi; Lateral: Yan;
Proksimal: Yakin; Distal: Uzak (Adams ve Crabtree, 2008).



Insan viicudunda bulunan bir diger sert doku ise dislerdir. Histolojik yapis1 kemik
dokudan farkli oldugundan ayr1 siniflandirilirlar. Normal eriskin bir bireyde, 4 adet kesici
dis (insisiv), 4 adet kopek disi (kanin), 8 adet kiigiik az1 disi (premolar), 12 adet biiyiik
az1 disi (molar) olmak tizere 32 adet dis bulunur. Bu dislerin 16 tanesi iist genede
(maksillar), 16 tanesi de alt cenede (mandibular) gomiilii haldedir ve merkezden distale

dogru simetrik dizilmislerdir (Sekil 2.3).

Mandibular

Sekil 2.3: Maksillar (solda) ve mandibular (sagda) ¢ene yarilar1 (White ve dig., 2012).

Evrimsel siirecgte, 20°lik disler olarak bilinen 3. molar (M3) disler kérelmeye baslamistir.
Bu nedenle tiim bireylerde rastlanmaz. Dis klinik olarak tag, boyun ve kok olmak {izere
ic kisimdan olusur. Tag, digin en dista goriinen kismzi; boyun, dis etiyle kapli boliim; kok

ise kemigin alveoliine yerlesen, kemikle kapli bolimdiir.

Disin histolojik yapisi ise toplamda 4 tabakadan olusur. Bunlardan mine, dentin ve sement
disin sert tabakalarin1 olusturken, pulpa dis 6zii denilen disin tek yumusak tabakasini
olusturur. Pulpa, diste kan damarlar1 ve sinirleri i¢eren tek tabakadir ve bu tabaka, disin,

hiicreler dolayistyla DNA’y1 igeren tek boliimiidiir.



Mine

Dentin

Periodental
Ligament

Sekil 2.4: Disin histolojik yapisi (Hillson, 2005).

Shapiro (2013) aDNA’y1, ylizyildan yiizbinlerce yila kadar korunmus organizma
kalintilarindan izole edilebilen DNA dizi verilerini kullanan, molekiiler evrimsel biyoloji
alan1 olarak tanimlar. Antik DNA arastirmalarinda kullanilan materyaller korunma orani
yiiksek oldugundan, genellikle dis ve kemikler, bazen de koprolitlerdir. Ancak 6zellikle
buzullarda bulunan canli kalintilarinda zaman zaman yumusak doku ve sa¢ 6rneklerine
de rastlanabilmektedir. Buradan yola ¢ikarak yapilan ¢alismalarda bu 6rneklerden de
kaliteli DNA elde edilebilecegi gosterilmistir (Ermini ve dig., 2008; Rasmussen ve dig.,
2010).



Antik DNA alaninda yapilan ilk ¢alisma, Allan Wilson’un Kaliforniya Universitesi’ndeki
laboratuvarinda Higuchi ve arkadaslar1 (1984) tarafindan yapilmistir. 1984’te Nature
dergisinde yayinlanan bu calismada, 1883°te soyu tiikkenen bir giiney afrika zebrasinin
(Equus quagga) 140 yillik miize ornegi kullanilmistir. S6z konusu c¢alisma 6l bir
dokudan elde edilen DNA ile yapilmis ilk ¢alismadir (Shapiro, 2013). Bu ¢alismanin en
onemli ¢iktisi, korunmus dokularin g¢ogaltilabilir DNA igerebileceginin ortaya konmus
olmasidir. Ayrica bu ¢alismada post-mortem (6liim sonrasi) donemde ¢ok az miktarda
DNA’nin korunabildigi gosterilmis ve yayinlandigi donemde ¢alisma, bilim diinyasinin
ilgisini iizerine ¢ekmistir. izole edilen DNA pargas1 basarili olarak ¢ogaltilamasa da
calismaya biiyiik onem atfedilmistir. Bunu takiben, Svante Padbo (1985) tarafindan 2400
yillik Misirli bir bireye ait mumyanin Alu gen ailesine ait tekrarli iki bolgesi
cogaltilmigtir. Calismasinda Péddbo, 23 farkli bireye ait mumya 6rneklerinden DNA izole
etmeye calismis, ancak bu orneklerden sadece bir tanesinden aDNA izole edebilmistir.
Basarili 6rnek iizerinde yapilan analizler, post-mortem dénemde DNA’da meydana
gelebilecek degisimlere dair 6nemli veriler sunmustur. 1980’lerin sonunda PCR
yonteminin bulunmasiyla birlikte molekiiler biyoloji alaninda yeni bir ddnem baslamistir.
Niikleik asitlerin enzimatik reaksiyonlarla in vitro’da ¢ogaltilmasi temeline dayanan bu
yontem ile az miktarda ve parcalanmis halde bulunan antik DNA’lar ¢ok kisa siirede,

oldukca fazla miktarda ¢ogaltilabilmistir.

Antik DNA c¢alismalarmin ikinci on yili izolasyon ve analiz yontemlerindeki teknik
gelismelerin donemi olmustur. Bu donemde koprolitler, kemikler, disler ve polenler gibi
cok sayida farkli kaynaktan ve tembel hayvan, buz ¢agi ayilari, filler, moalar gibi bir¢cok
farkli canl tiirlerinden 6rnekler kullanilmistir. 1990°larin ikinci yarisi, aDNA’da 6nemli
bir gelismeye sahne olmustur. 1997°de Cell dergisinde yaymlanan Pédbo ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada ilk kez soyu tiikenmis bir insan tiirii olan Neandertal
(Homo neanderthalis) 6rnegi kullanilarak elde edilen DNA fragmenti dizilenmistir. Bu
calismadan sonra c¢esitli hominid kalintilarinin  dizilenmesi ile eski insan
popiilasyonlarina dair veriler elde edilmistir (Ovchinnikov ve dig., 2000; Caramelli ve
dig., 2003; Haak ve dig., 2005; Adcock ve dig., 2011).

Antik DNA ¢aligsmalarinin son on yili DNA dizileme yontemlerindeki logaritmik hizdaki

gelismelerle paralellik gostermistir. Ik yirmi yilda eski drneklerden higbir zaman tiim
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genom analizi yapilamayacagi disiliniilirken son on yilda antik genomik kavrami
literatiire girmistir. Yeni nesil dizileme (NGS) teknigi ilk olarak 2006 yilinda mamut
DNA’sina uygulanmistir. Bu ¢alismada tiim mitokondriyal genom analizi yapilmistir.
Birkag yil sonra, Rassmussen ve arkadaslarinin (2010) Antarktika’da Qeqertasusuk
bolgesinde buldugu bir paleo-Eskimo bireyinin iyi korunmus sa¢ 6rneginden izole ettigi
DNA bu popiilasyona dair 6nemli bilgiler vermistir. Bu ¢alismada, yaklasik 4000 yasinda
bir erkekte yiiksek oranda korunmus 353151 adet tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tespit
edilmis, bu bireyin Avrupa halklariyla akraba olmadigi ortaya ¢ikmistir. Bolgeye yaklasik
5500 yi1l 6nce Sibirya’dan go¢ edildigi anlasilmis ve modern yerli Amerikalilar ile Inuit
halkinin buradan koékenlendigi tespit edilmistir. Bu calismadan birka¢ ay sonra, ilk
Neandertal genomunun taslagi yayinlanmis ve bu dénemden sonra farkli tiirlere ait
bireylerin genomlar1 kisa siirelerde dizilenmistir. Bu g¢alismalardan en onemlisi yeni
bulunan bir homininin DNA analizidir. Reich ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan
caligmada, Sibirya’nin kuzeyinde Denisova Magarasinda bulunan iki farkli bireye ait bir
parmak kemigi ve sol maksillar M3 kullanilarak DNA analizi yapilmistir. S6z konusu
kalintilar, magarada 50 bin ile 30 bin yil Oncesine tarihlenen 11. kiiltiir katmaninda
bulunmustur. Etrafinda bulunan aletler anatomik olarak modern insanla (AMI)
iliskilendirilen “Ust Paleolitik Endriistrisi”ne ait olmakla birlikte erken dénem Orta
Paleolitik’e dair karakteristik 6zellikleri de tasimaktadir. Radyokarbon (C14) analizlerine
gore, magaranin iki farkli donemde homininler tarafindan yerleske olarak kullanildig:
diistintiliirken, Denisova insanina ait parmak kemigi ve disin ilk yerlesen hominin

grubuna ait oldugu tahmin edilmektedir.

Antik DNA analizleri, Denisova insaninin Neandertallerle AMI’den daha ¢ok yakinlik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, bu iki hominin popiilasyonu kardes gruplar
olarak adlandirilmistir (Sekil 2.5). Biyolojik olarak ayrilmalarindan sonra, Neandertaller
ve Denisovalilar birbirinden farkli popiilasyon tarihine sahip olmuslardir. Arastiricilara

gore bunu gosteren birkag kanit vardir (Reich ve dig., 2011):

I.  Neandertallerin degil ama Denisovalilarin bugiinkii Malinezyalilarin atalariyla
gen alig-verisi yaptig1 gosterilmistir.
ii.  Neandertaller bugilinkii Avrasyali insanlarla benzer allel paylasim oriintiilerine

sahipken, Denisovalilar tamamen farkli oriintiilere sahiptir.
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iii.  Neandertallerin popiilasyon igi ¢esitliliginin az olmasi, popiilasyonun bir ya da
birka¢ kez darbogaz etkisine maruz kaldigin1 géstermektedir.

iv.  Denisovalilarin dis morfolojisi Neandertallerle benzerlik géstermemektedir.

Denisova

Mezmaiskaya 1

—

Vindija 33.26
Vindija 33.25
ATA -
Vindija 33.16

San

Han

Papuan

French

Yoruba

Sekil 2.5: Otozomal DNA dizilerine gore biyolojik yakinlik agaci. Vindija
33.16, Vindija 33.25, Vindija 33.26 ve Mezmaiskaya 1 6rnekleri farkli
Neandertal bireylerine, San, Han, Papuan, French ve Yoruba gilinliimiiz
yasayan insanlarin farkli popiilasyonlarina aittir. (Reich ve dig., 2010).

Sonug olarak Denisovalilar, cografi olarak Avrupa’da yasayan Neandertallerle ayn1 atay1
paylasan, ¢agdas Asyali bir popiilasyondur. Denisova arastirmalar1 ayrica Ust Pleistosen
hominin evriminde, farkli gruplar arasinda gen akisiyla sik sik karsilagildigini

gostermektedir (Reich ve dig., 2011).

Tiim bu caligmalar, modern insanin kokeni hakkinda birgok soruyu cevaplamanin

yanisira insanin diger insansilarla iligkisi, soyu tiikenmis tiirlerin ekolojisi gibi bir¢ok
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caligmaya da katkida bulunmaktadir (Shapiro ve Hofreiter, 2014). Patojenlerle yapilan
calismalarda birlikte evrim yaklasimi kullanilarak insanin go¢ Oriintiileri ¢ikarilmis
(Monot ve dig., 2009) ve yine popiilasyon genomigi yontemleri ile popiilasyonlar arasi
gocler, diger tiirlerle karigsmalar, bitki ve hayvanlarin evcillestirilmesine dair veriler elde

edilmistir (Parks ve dig., 2015).

Kisa bir siire 6ncesine kadar aDNA ¢alismalarimin bugiin bulundugu noktaya gelebilecegi
tahmin edilemezken, teknolojide meydana gelen 6nemli gelismeler sayesinde aDNA’nin
gelecekte yeni bir bilimsel devrimi yaratacagi 6ngoriilmektedir (Der Sarkissian ve dig.,
2015). Ozellikle yapilan genomik ¢alismalarin sundugu sonuglarin birikmesiyle birlikte
paleogenomik alaninin, daha 6nce yasamis olan farkli tiirlerdeki popiilasyonlara dair
onemli bir boslugu dolduracagi tahmin edilmektedir. Bu popiilasyonlarin iklim
degisimine katkilari ve koruma biyolojisinde aDNA verilerinin kullanimi1 gibi konular
simdiden bilim diinyasinin ilgisini ¢cekmektedir (Shapiro ve Hofreiter, 2014). Biriken bu
verilerin sundugu, yiiksek c¢oziniirliiklii genomik haritalarin bir sonraki asamada
popiilasyonlarin antik epigenetik etiketlerini ve niikleozom haritalarin1  ortaya
koyabilecegi diisiiniilmekte ve islevsel genomik yaklagimiyla antik 6rneklere ait genlerin
yeniden canlandirilabilecegi ve paleoprotecomik alanina kapi aralayabilecegi

ongorilmektedir (Der Sarkissian ve dig., 2015).

Molekiiler antropoloji, son 30 yilda hizla gelismis olsa da hala baz1 sinirlamalara sahiptir.
Bu siirlamalardan en 6nemlileri; DNA nin yillar icinde bozularak pargalara ayrilmasi ve
yiiksek oranda kontaminasyon riskine sahip olmasidir. Bu sinirlamalart ortadan
kaldirabilmek igin ¢alismalar siirmekte ve son yillarda gesitli yaklasimlarla bu sorunlar

hizla ¢oziilebilmektedir (Shapiro ve Hofreiter, 2012).

DNA’da meydana gelen hasarlar, replikasyon sirasinda DNA polimerazlar veya
sonrasinda hiicrede bulunan onarim enzimleri araciligiyla diizeltilmektedir (Karp, 2009).
Hiicre dongiisii icerisinde DNA hasarlari, hiicre i¢i kontrol mekanizmalar1 araciligiyla
tespit edilerek s6z konusu hasarin diizeltilemeyecek olmasi durumunda programli hiicre
6liimii (apoptoz) siireci baslatilmaktadir. Dolayistyla DNA’nin dinamik bir yap1 olmasi
nedeniyle hasarlar meydana gelmesi normal bir siirectir ve canli hiicrelerde bu durum sik1
bir kontrol mekanizmasiyla denetlenmektedir (Alberts ve dig., 2001; Hoeijmakers, 2001)
(Sekil 2.6).
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Ancak, yasamsal faaliyetlerini sonlandirmis olan hiicrelerde DNA’da meydana gelen
hasarlar1 diizeltecek mekanizmalar islev goéremez. Bu siiregte igsel etkilerle DNA
hasarlar1 meydana gelir ve hiicrenin 6liimii sonrasinda hiicresel yap1 kaybolmaya baglar.
Hiicre ve organel zarlari hizla pargalanir, lizozom gibi proteaz benzeri enzimleri
yapisinda bulunduran organellerin igerigi aciga ¢ikarak hiicrenin yapisini, dolayisiyla

DNA’sin1 da pargalar (Paébo, 2014).

Post-mortem donemde DNA hasarina sebep olan digsal etkenlerden bazilari; radyasyon,
toprakta meydana gelen kimyasal tepkimeler ve mikroorganizmalardir. DNA hasarinin
diizeyi organizmanin yasamsal faaliyetlerinin sonlandigi zamana gére degisebilmektedir.
Bazlarin kimyasal yapisinda meydana gelen degisimler ve iplik kirilmalar1 gibi biiyiik

hasarlar DNA’dan elde edilebilecek bilgileri en aza indirgemektedir.

DNA’da meydana gelen hasar tiplerinden en 6nemlisi DNA’nin pargalara ayrilmasidir
(fragmentasyon). Yapilan g¢alismalar, antik Orneklerden elde edilen DNA’nin kiigiik
fragmentler halinde bulundugunu gostermektedir. Bu fragmentasyonun sebebi, gesitli
biyokimyasal tepkimeler sonucu fosfat-seker omurgasini olusturan fosfodiester
baglarinda meydana gelen kopmalardir. S6z konusu kopmalar, piirin bazlarmin hidrolizi
sonucu sekerden ayrilmasi ile olusan depiirinasyon, bunu takiben B-eliminasyon
tepkimeleriyle ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.7A) (Dabney ve dig., 2013). Depiirinasyon
adenin (A)’den ziyade guanin (G)’de meydana gelir, bunun sebebi, G’nin N-glikozil
bagimi kirmak i¢in daha diigiik aktivasyon enerjisine ihtiya¢ duyulmasidir (Orlando ve
dig., 2011).

Bir diger hasar tipi ise, pirimidinlerin peroksit, hidrojen peroksit ve hidroksil gibi serbest
radikaller tarafindan okside edilmesidir. Pirimidin bazlarmin oksidasyonu sonucu, 5-
hidroksi-5-metil hidantoin ve 5-hidroksihidantoin olusmaktadir. Bu iki oksidasyon iiriinii
polimerazlarin, DNA’ya baglanmasini engelleyerek ve baglanmis polimerazin DNA
tizerinde ilerlemesini durdurarak ¢ogalmay1 imkansiz hale getirmektedirler (Dabney ve
dig., 2013).

DNA’da meydana gelen ¢apraz baglar da benzer sekilde DNA polimerazi durdurarak
cogalimimi engellemektedirler. Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GC/MS) ile

yapilan ¢alismalara gore furanonlar, furaldehitler ve alkil-pirazinler niikleik asitler gibi
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makro molekiillerde ¢apraz baglarin olusmasina sebep olmaktadirlar (Pdabo ve dig.,
2004).

Bazi hasar tiirleri ise DNA ¢ogaltimi sirasinda yanlis eslesmelere sebep olurlar. Dogru
eslesmenin onemli kosullarindan biri DNA polimerazin kalip zinciri dogru okumasidir.
Bazlarda meydana gelen modifikasyonlar polimerazin kalip zinciri dogru okumasini
engellemektedirler. Bu modifikasyonlarin en sik rastlanani sitozin (C) deaminasyonudur
(Sekil 2.7B) (Pédbo, 2014). Bu tepkimede C’de bulunan amin grubu hidrolize ugrayarak
karbonil grubunu olusturmakta ve olusan yeni iiriin urasil (U) olmaktadir. Urasil, C’ye
gore daha kararsizdir ve iplik kirilmalarina yol agarak fragmentasyona neden olmaktadir.
Degisimler genellikle DNA pargalarinin uglarinda gortilmektedir (Dabney ve dig, 2013).
Iplik kirilmalarmin meydana gelmedigi durumda ¢ogalma gergeklesebilir. Ancak U, G
yerine A ile esleseceginden sonuglarin yanlis yorumlanmasina sebep olur. Daha az
goriilmekle birlikte A’nin deaminasyon sonucu hipoksantine doniistiigii, bunun da yanlig

eslesmelere sebep oldugu rapor edilmistir (Briggs ve Heyn, 2012).

A a
M
o- o=
M | |
| O=F O=—P—0 ,-.
- | OH | OH
5 M W MHz e c=0 o C—0
H*, H20 | OH- T'
B —
Depuringsyon o—F 0 B Eliminasyonu o0—F—0
| L] Lo
o—F —C—‘
o
B
NHz O
" +Hz0
N /K N /K
H (o] H a
Sitozin Urasil

Sekil 2.7: Antik DNA’da meydana gelen hasar tipleri. a) Abazik bolge olusumu ile
fragmentasyon. b) Sitozin niikleotidinin Urasil’e doniisiimii (Dabney ve dig., 2013).
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Organizmanin bazi boliimlerinde bulunan hiicrelerdeki DNA’lar yukarida anlatilan
stireglerden bagimsiz varliklarini siirdiirebilmektedirler. DNA’nin bozulmasi siirecinde
meydana gelen tepkimelerin birgogu i¢in suya ihtiya¢ duyulmaktadir (Sekil 2.7). Suyun
olmadigi ortamlarda ise bu tepkimeler ger¢eklesmediginden, 6liimden hemen sonra hizla
kurumus ya da donmus orneklerde, DNA hasar1 diisiik seviyede kalabilmektedir.
Omegin, mumyalama sirasinda organizmada var olan su uzaklastirildigindan bu
orneklerden az hasarli DNA elde etme orani yiiksektir (Pddbo, 2014). Bazi durumlarda
ise ortam kosullar1 nedeniyle organizma dogal mumyalamaya maruz kalmistir ve bu
duruma en iyi 6rnek Buz Adam Otzi’dir. Viicudun bazi1 kisimlar1 dis ortamdan nispeten
izole oldugundan dolay1 bu 6rneklerde DNA hasarina ¢ok az rastlanmaktadir (Rollo ve
dig., 2002). Ornegin, disler histolojik yapisi geregi sert bir mine tabakasma sahip
oldugundan, dis pulpasinda kalan DNA’nin nispeten kaliteli oldugu bildirilmektedir.
Viicudun gesitli bolgelerinde yapilan ¢aligmalarda en yiiksek miktarda DNA elde edilen
orneklerin, dis ve kafatasini olusturan temporal kemigin pars petrosa bolimi oldugu

tespit edilmistir (Sekil 2.8) (Gamba ve dig., 2014).



1
e AEEUNNNEN 065 5784 352 307 3737 MNA 122 1816 2072 7521 7.8

% insan DNA

MO
Birey
Kod

10

20 7

30

40 7

a0

60 —

70

a0

a0 -

5,070-5,310 5,060-5,290 5,050-5,290 4,990-5,210 4,950-5,300 1,110-1,270

NE1 NE2 5,030-5,280 =3 NE6 BR2
NE4

104 103 83 82 g4 106 105 1438 147 146

S 144 142 143 ik 5.4
9 531 8344 6195 [N N

0 R { 0 R0 R <>

830980
IR1

10.2 101
026 4673

<>

Q': Farmak Kemigi ‘:Ih' Pars pefrosa @_ Dig kiki ﬁ Dis taci @'j\"’ Kaburgs

"

Sekil 2.8: Farkli kaynaklardan izole edilen DNA miktarlarinin karsilagtirilmasi (Gamba ve dig., 2014).

LT



18

Cevresel kosullar ne kadar uygun olursa olsun, yapilan ¢aligmalarda DNA’nin birkag yiiz
bin yildan fazla varligini siirdiremeyecegi disiiniilmektedir. Allentoft ve arkadaslari
(2012) tarafindan yapilan ¢alismada, 242 b¢’lik mtDNA pargasinin ortalama yarilanma
Omriiniin 521 y1l oldugu bildirilmistir (Sekil 2.9).

ortalama mtDNA yan-gmri: 521 yil

42 bg miDNA

b

e T

1500 2000 2500 3000 3500 4000

yallar

Sekil 2.9: 242 b¢ mtDNA molekiiliiniin yillar i¢inde bozulma
grafigi (Allentoft ve dig., 2012).

DNA pargasinin boyutu kisaldik¢a yarilanma mrii de artmaktadir (Tablo 2.1). Ornegin,
-5 °C’de saklanan 30 b¢’lik bir DNA molekiiliiniin yarilanma 6mriiniin 158 bin yil oldugu
hesaplanmigtir. Yapilan hesaplamalara gore teorik olarak, yaklasik 1,6 milyon yillik
orneklerden ¢ogaltilabilir DNA elde edilebilecegi diisliniilmektedir (Allentoft ve dig,
2012). Ancak buna ragmen su ana kadar DNA’s1 elde edilen en eski 6rnek yaklasik 700
bin y1llik, atin atas1 olan soyu tiikkenmis bir bireydir (Orlando ve dig., 2011).

Tablo 2.1: Sicaklik ve fragment uzunluguna gére DNA’nin yari-6mrii
(Allentoft ve dig., 2012).

Sicaklik (°C) Fragment-Yariomur
25 30 bg -500 yil 100 b¢-150 yil 500 bg¢-30 yil
15 30 bg -3000 yil 100 bg-900 yil | 500 b¢-180 yil
5 30 bg -20000 il 100 b¢-6000 yil | 500 bg-1200 yil
-5 30 bg -158000 yil 100 bg-47000 yil | 500 bg-9500 yil
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Antik DNA’da hasarlarin yarattigt teknik sorunlar1 asmak amaciyla kullanilan
yontemlerden biri ¢ogaltim i¢in Touchdown PCR yonteminin kullanilmasidir.
Touchdown PCR, primerlerin yanlis baglanmasini engellemek ve baglanma derecesini
artirmak amaciyla, her bir dongiide baglanma sicakligimi diisiirerek yapilan PCR

uygulamasidir.

Molekiiler antropolojideki sinirlamalardan bir digeri ise kontaminasyondur. Literatiirde
kontaminasyondan kaginmak igin iki temel 6neri sunulmaktadir. Birincisi, laboratuvar
kosullarinin aDNA calismalarina uygun olmasidir. DNA izolasyonunun ve PCR
hazirligmin yapildigi laboratuvar, daha énce PCR sonrasi ¢aligmalarin yapilmadigi bir
laboratuvar 6zelligi tasimalidir (Cooper ve Poinar, 2000). Miimkiinse bu laboratuvar,
giinimiiz DNA’lariyla c¢alismalar yapilan laboratuvarlardan uzakta bir yerde
konumlandirilmalidir. Caligsma alan1 camasir suyu ile sik sik temizlenmeli, ¢alisma 6ncesi
laboratuvar ortam1 UV 1sik ile en az 2-3 saat steril edilmelidir. Kontaminasyon riskini

azaltmak i¢in Onerilen Kriterler syle siralanmaktadir (Paiabo ve dig., 2004):

i.  Cogaltim iiriinlerini klonlama ve ¢oklu klonlar1 dizileme.
ii. Izole edilen DNA’nin ve PCR iiriinlerinin kaynagimin kontrolleri.
Iii.  Ayni ve farkli pargalarda tekrarlanan ¢ogaltimlar.
iv.  Cogaltilabilir DNA molekiillerinin sayisinin tespiti.
V.  Cogaltim etkinligi ve amplikon uzunluklar: arasindaki ters oranti.
vi.  Makromolekiilerin korunma oraninin biyokimyasal tespiti.
vii.  Mitokondriyal DNA amplikonlarindaki niikleer DNA miktarinin tespiti.

viii.  Deneylerin farkli labaratuvarda tekrarlanmasi.

Okaryotik hiicreler, niikleer genomun disinda hem mitokondri hem de kloroplastlarinda
genetik materyal bulundurmaktadirlar. Endosimbiyoz teorisine gore, mitokondri yaklasik
1,5 milyar y1l 6nce bagka bir hiicreye yerleserek simbiyont yasamaya baslamis olan bir
prokaryotik hiicredir ve yeni olusan bu hiicre 6karyotik hiicresel yapinin atasal formudur.
Endosimbiyoz teorisini destekleyen en 6nemli kanit ise mitokondri ve kloroplastin kendi
genomlarina sahip olmasidir. Bu genom, prokaryotlarda oldugu gibi, halkasal yapida ve

tek bir DNA molekiiliinden olugsmaktadir (Futuyma, 2008).
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Mitokondriler genomlarinda, yaklasik 1100 bg’lik d-loop bolgesi hari¢ sadece kodlama
yapabilen DNA bulundururlar. Bir insan mitokondri genomu, 16569 bg ve 37 genden
olusmaktadir (Sekil 2.10) (Pakendorf ve Stoneking, 2005).

Im'—

colil

Sekil 2.10: Insan mitokondriyal genomu (Pakendorf ve Stoneking, 2005).

Insan mitogenomu (16 kb), maya mitogenomuyla (84 kb) karsilastirldiginda ¢ok daha
kiigiiktiir. Bunun sebebi ise insan mitogenomunda intronlarin atilmis olmasidir. Insan
mitogenomunda kodlanmayan tek bolge, kontrol bolgesi olarak da adlandirilan, HVRI ve
HVRII bolgelerini igeren d-loop bolgesidir ve bu bdlge mitogenomda en ¢ok mutasyona
ugrayan bolgedir (Krebs ve dig, 2012). Bu bolgenin genomda diizenleyici olarak islev
gordiigii bilinmektedir. D-loop’ta bulunan bazi “sicak noktalar (hot spot)”da ortalamadan
10 kat daha fazla mutasyon birikimi saptanmistir. Yapilan aDNA ¢alismalarinda, bu sicak
noktalarin en ¢ok hasar goren bolgeler oldugu tespit edilmistir (van Oven ve Kayser,
2008).
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Evrimsel perspektifte kodlanabilir bolgelerde meydana gelen mutasyonlar organizmanin
yagsamsal faaliyetlerini zarara ugratabileceginden genellikle genoma sabitlenmezler.
Bunun sonucu olarak en ¢ok mutasyon d-loop bolgesinde birikmektedir (Alberts ve dig.,
2001).

Mitokondriyal DNA, paleogenomik yaklasimlar agisindan 6nemli 6zelliklere sahip bir

arastirma objesidir (Parks ve dig, 2015). Bu 6zellikler soyle siralanabilir:

i.  Mitokondriyal DNA maternal kalitim gosterir, bunun sebebi, babadan gelen
spermin ya hi¢ ya da ¢ok az mitokondri icermesidir. Bazi ¢calismalarda, spermin
mitokondrilerinin oosit ile birlesme sonrasi ubikitinasyon mekanizmasiyla yok
edildigi gosterilmistir (Manfredi ve dig, 1997).

ii.  Mitokondriyal genom, hiicrelerde yiiksek kopya sayisina sahiptir ve heteroplazmi
durumunda, popiilasyon genomigi agisindan sorunlar yaratsa da aDNA veya adli
uygulamalarda bu 6zelligi sayesinde yiiksek miktarda DNA elde edilmesine
olanak saglamaktadir (Pakendorf ve Stoneking, 2005).

iii.  Mitogenomda tek bir halkasal DNA molekiilii bulundugundan rekombinasyonun
gerceklesmedigi diisiiniilmektedir. Biiylik veri setleriyle yapilan tiim mitogenom
analizlerinde mtDNA’da rekombinasyona rastlanmamustir (Ingman ve dig, 2000).

iv.  Yukarida bahsedildigi gibi mtDNA’da mutasyon orani kodlama yapmayan d-loop
bolgesinde olduk¢a yiiksektir. Dolayisiyla yapilan calismalarda toplumlar
arasindaki varyasyonlar1 belirlemede bu bolge siklikla kullanilmaktadir. Ancak
yine de kodlanan bolgelerde genoma sabitlenebilmis mutasyonlar, popiilasyonlar

arasi varyasyonlarin tespitinde dnemli rol oynamaktadir (Carelli ve dig., 2006).

Farkli bolgelerinde mutasyona sahip mtDNA’lar gruplandirilarak sistematik hale
getirilmis ve her biri bir haplo-grup olarak isimlendirilmistir (Carelli ve dig., 2006).
Yapilan caligmalar, haplo-gruplarin cografi yayilima goére Oriintiilere sahip oldugunu
gostermektedir. Yagsamakta olan insan popiilasyonlarinin mtDNA haplo-gruplar: tespit
edilerek bu cografi oriintiiler ortaya ¢ikarilmistir (Templeton ve dig., 1995). Baz1 haplo-
gruplar belirlenirken sadece d-loop SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi) ve indelleri
(insersiyon ve delesyon) tespit etmek yeterli olurken bazi haplo-gruplarda ise kodlanan
bolgelerde de SNP ve indel analizi yapmak gerekli olabilmektedir (Torroni ve dig., 2006).
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Haplo-grup isimlendirmesinin kurallar1 Richard ve arkadaslarinin (1998) yaptig1 ¢alisma
da sistematize edilmistir. Su an “O” harfi haricinde Latin Alfabesinde bulunan biitiin
harfler isimlendirmede kullanilmaktadir. van Oven ve Kayser’in (2008) yaptigi ¢alismada
tim haplo-gruplar1 igeren ve giincellenen phylotree veritabani olusturulmustur (Sekil
2.11). Phylotree veri tabanini kullanarak mtDNA analizleri yapmak tizere Mitotool

yazilim1 olusturulmustur.
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Sekil 2.11: Phylotree veritabaninda bulunan mtDNA haplo-grup agaci (van Oven, 2014).

Su ana kadar bulunan biitiin mtDNA varyasyonlarini igeren ve yeni ¢alismalarla
giincellenen diger bir veritabani ise MITOMAP’tir. MITOMAP, tiim insan mtDNA
haplo-gruplarin1 ve bu haplo-gruplarin birbirleriyle olan evrimsel iliskilerini giincel

veriler 1518inda depolayan bir veritabanidir (Eduardo ve dig., 2007).

Mitokondriyal DNA ile yapilan ilk popiilasyon genomigi ¢calismalar1 1980’lerin baginda
Restriksiyon Endoniikleazlar1 (RE) ile kesim temeline dayanan RFLP (Kesilmis Parga
Uzunlugu Polimorfizmi) yontemiyle yapilmistir. Daha sonra PCR teknolojisinin gelisimi
ile ¢ogaltim temeline dayanan molekiiler etiket yontemleri kullanilmaya baslamigtir

(Stoneking ve Soodyall, 1996). Bu sekilde daha yiiksek c¢oziiniirlikkte mitogenom
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haritalart olusturulmus ve son yillarda ise tamamen dizileme yoOntemlerine dayali

haritalamaya gecilmistir (Torroni ve dig., 2006).

Mitogenomla yapilan énemli popiilasyon genomigi ¢alismalarindan birisinde yasayan
147 birey kullamilmistir (Cann ve dig., 1987). Bu c¢alismada, parsinomi metodu
kullanilarak 133 mtDNA tipi ile iligkili bir aga¢ olusturulmus ve bu agacin kollarindan
biri tamamen Afrikali haplo-gruplari gosterirken, digeri Afrika-disindaki popiilasyonlari
gostermistir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: Bir referans ve 133 tip mtDNA’ya ait
soy agaci (Cann ve dig., 1987).
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S6z konusu calismanin bulgularina gore, mitokondriyal gen havuzunun kaynaginin
Afrika oldugu tespit edilmistir. Bu sonug, o yillarda hala tartisilmakta olan “Afrika’dan
Cikis” hipotezine katki sunmakla beraber, 30 bin yil 6nce Yeni Ginelilerin, 40 bin yil
once Avustralyalilarin, 12 bin yil 6nce ise Yeni Diinyalilarin bulunduklari cografyada
kolonize olduklart rapor edilmistir. Gliniimiizde yasayan mtDNA haplo-gruplarinin en
eski ortak atasinin, 140 bin ile 290 bin y1l 6nce var oldugu diisiiniilmektedir (Cann ve
dig., 1987).

Sonraki yillarda mtDNA ile yapilan caligmalar, modern insanin diinyaya yayilisi
hakkinda 6nemli bilgiler vermistir. Torroni ve arkadaslari tarafindan (1992) Yerli
Amerikalilarla yapilan ilk biiyiik 6lgekli calismada, Asya’dan Amerika’ya goglerin
zamant, poplilasyonun biiyiikliigli ve kokeni tespit edilmistir. Bu ¢aligmanin diger 6nemli
bir Ozelligi ise evrensel olarak hala kabul goren ilk mitokondriyal genom
isimlendirmesini olusturmasidir. Bu c¢aligsmada ilk olarak tespit edilen mtDNA haplo-
gruplarina; A, B, C, D isimleri verilmis ve daha sonraki ¢alismalarda tespit edilen haplo-
grup ve alt haplo-gruplar bu hiyerarsiyi takip ederek isimlendirilmistir (Torroni ve dig.,
2006).

Yine Torroni ve ekibi tarafindan (1996) ti¢ Avrupali popiilasyonda mtDNA’nin d-loop
bolgesi ile yapilan ¢alismada on haplo-grup tespit edilmis ve degerlendirilmistir. H haplo-
grubunun, ¢alismanin yapildig1 Fin, isve¢ ve Tuskan popiilasyonlarinda %41°lik oranla
en ¢ok goriilen haplo-grup oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, ti¢ popiilasyonda da J,
K, T ve U haplo-gruplarina siklikla rastlandigs; I, V, W ve X haplo-gruplarinimn en az iki
popiilasyonda ortak goriildiigii tespit edilmistir.

Sonraki yillarda yapilan mtDNA c¢alismalariyla ¢ok sayida mitokondriyal haplo-grup
belirlenmis ve bu haplo-gruplarin birbirleriyle olan iligkileri ortaya ¢ikarilmistir. Yapilan
ag analizleri sayesinde haplo-gruplarin cografi yayilimlar1 belirlenmis, bu yolla insanligin

g0¢ Oriintiileri saptanmustir (Sekil 2.13 ve Sekil 2.14).
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Sekil 2.13: Basit haplo-grup agaci?.

Zhttp://mitomap.org/pub/MITOMAP/MitomapFigures/simple-tree-mitomap-2012.pdf
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Insanlik tarihinde, toplumlarin iiretim bicimlerindeki degisimlerden ilki “Neolitik
Devrim” ile gerceklesmistir. Neolitik Donemi ayirt eden onemli Ozellikler, tarimin
baslangici, canak-¢dmlek teknolojisi ve bu doneme 6zgii tas alet teknolojisidir (Ozbek,
2007). Diinyada tarimin ilk olarak Yakin Dogu’da basladigi diistiniilmektedir. Giiniimiize
kadar bulunan en eski evcil bugday, Catalhoyiik’te yapilan kazi ¢alismalarinda ortaya
cikarilmistir ve yaklasik olarak giiniimiizden 10 bin yil Oncesine tarihlenmektedir.
Bulunan bu bugday kalintilarinda yapilan aDNA ¢alismalari, bu bugdayin evcil bugdaya
0zgii gluD genini tasidigin1 gostermektedir (Somel, 2003).

Avrupa’nin prehistorik donemde yasadigi ve mtDNA’sinda iz birakan olaylardan biri
bahsedilen Neolitiklesme siirecidir. Prehistorik kaynaklar, Avrupa’da Neolitik donemin
yaklasik 7500 yil 6nce basladigim gdstermektedir. Ilk olarak Cavalli-Sforza tarafindan
(1994) kuramsallastirilan demik difiizyon hipotezine goére, Avrupa’da Neolitiklesme
stirecinin daha onceleri tarim toplumuna ge¢mis olan Yakin Dogu’dan gelen goclerle
basladig1 one siiriilmektedir. Neolitik Donemde Avrupali avci-toplayicilarla Yakin
Dogulu tarim toplumlarinin karigmasi, mtDNA’da ipuclar1 birakmistir. Yasayan
bireylerle yapilan ¢alismalarda, s6z konusu bu durum g6z 6niinde bulundurulsa da bu
karismanin boyutlar1 tespit edilememistir. Avrupali mtDNA’lara, Neolitiklesmenin
etkileri ancak antik mtDNA’larin analiziyle miimkiin olabilmektedir (Torroni ve dig.,
2006).

Toplumlarin Avrupa’ya yayilist ile ilgili son yapilan ¢aligmalardan birinde Haak ve
arkadaglar1 (2015), antik DNA verilerini kullanarak Avrupa’nin tarih 6ncesinde yasadigi
go¢ Oriintiilerini ortaya koymustur. Calismaya gore tarih oncesi donemde Avrupa’ya
Yakin Dogu’dan iki kez kitlesel go¢ oldugu tespit edilmistir. Bunlardan ilki erken
Neolitik Donemde Akdeniz {izerinden gelen c¢ift¢i toplumlar, digeri ge¢ Neolitik
Donemde Karadeniz kenarindan Avrupa’ya gegen Yamna popiilasyonudur. Caligma daha
onceleri ortaya atilan Kurgan Hipotezi'ni desteklemektedir. Yine dnceden ortaya atilan
Anadolu Hipotezi, Anadolu’ya dair antik DNA verilerinin az olmasi sebebiyle daha fazla

caligmaya ihtiya¢ duymaktadir (Haak ve dig., 2015).

Bati Anadolu’da bulunan Nif Dagi, Izmir Kérfezi'nin dogusunda, ulasim yollariyla
baglantili, verimli arazisinde madenler ve bol miktarda su kaynagi bulunduran ve bu

sebeplerle yerlesim i¢in gerekli 6zellikleri tagiyan bir konumdadir. Bugiin, Nif Dagi,



28

Izmir ilinin Kemalpasa, Torbali ve Bornova ilgelerinin simirlar1 i¢inde bulunmaktadir

(Peker, 2013).

Yapilan yiizey arastirmalart sonucunda Nif Dagi’nin Dogu kesiminde bulunan
Karamattepe, Ballicaoluk, Dagkizilca ve Bagpinar mevkileri dncelikli kaz1 alani olarak
secilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan malzemeler Karamattepe, Ballicaoluk ve Bagpinar
alanlarinda bulunmustur (Sekil 2.15). Karamattepe’de ortaya c¢ikarilan buluntular,
bolgenin prehistorik dénemden itibaren yerlesim yeri ve MO 4. yiizyilin son ¢eyreginden
itibaren, 50-60 y1l kadar bir nekropolis (mezarlik) olarak kullanildigin1 géstermektedir.
Ballicaoluk kazi alani ise, lizerinde kurulu ayni adi tasiyan kalenin duvar yapisinin
incelenmesi yoluyla yapilan tarihlendirmeye gore yine MO 4. yiizyila (Helenistik
Donem) tarihlenmektedir. Bagpiar mevkiinde bulunan bir manastir ise MS 13. ylizyila
(Bizans Donemi) tarihlenmistir ve etrafinda ¢ok sayida Bizans mezarina rastlanmistir.
Yazili kaynaklarda, bolgede yerlesim oldugu heniiz saptanmamis olsa da devam eden
caligmalar Nif Dagi sakinlerinin c¢ok kiiltlirlii bir yapida oldugunu gdstermektedir
(Tulunay, 2012).

N
5

.- NIF DAGI

Sekil 2.15: Nif Dagi’nda bulunan kaz1 alanlarinin konumu (Peker,2013).
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Bu ¢alismada, Nif Dag1 Kazilarindan ¢ikarilan 3 bireye ait dis 6rnekleri kullanilmustir.
Bu oOrneklerden elde edilen mtDNA’larin d-loop bolgeleri cogaltilip, dizilenerek
biyoinformatik analizleri yapilmig, bu yontemle mitokondriyal haplo-gruplari
belirlenmistir. Haplo-gruplarin cografi yayilimina dair veriler kullanilarak, Nif Dagi’nda

yasamis olan bireylerin go¢ yollari tespit edilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORNEKLEME

Bu calismada kullanilan ve 3 farkli bireye ait olan disler, 1.U. Edebiyat Fakiiltesi,
Arkeoloji Boliimii, Klasik Arkeoloji Anabilim Dali tarafindan, Temmuz — Agustos
aylarinda gerceklestirilen Izmir ili Nif Dag Kazlarinin Ballicaoluk (BOM2),
Karamattepe (KM17) ve Bagpinar (BM37) alanlarinda bulunan insan iskeletlerinden
alindi. Mezar agildiktan sonra, mezar civarinda en az sayida kisinin kalmasi saglandi ve

ornekleme miimkiin olan en steril kosullarda yapild1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Mezar i¢i 6rnekleme fotografi.
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Ornekleme, Avustralya Antik DNA Merkezi’nin (ACAD) yaymladigi 6rnekleme
prosediiriine uygun olarak yapildi (Cooper ve Haak , 2010). Bu protokole uygun olarak
iskeletin yatis pozisyonu ve kafatasinin konumu belirlendikten sonra Ornekleme
yapilacak dislerin yeri belirlendi ve steril eldiven ile maskeler kullanilarak kanin disler
alind1. Orneklemede, tek koklii olmasi ve kolayca ¢ikarilmasi nedeniyle genellikle kanin
disler alindi, kaninlerin uygun olmamasi veya bulunamamasi durumunda diger disler
tercih edildi. Alinan 6rnekler, laboratuvara ulastirilana kadar +4 °C’de muhafaza edildi
ve laboratuvara soguk zincir yontemi kullamlarak ulastirildi. Ornekler, laboratuvar

calismalar1 baglayana kadar +4 °C’de saklandi.

3.2. DIS ORNEKLERININ YUZEY STERILiZASYONU

Calismalarin yiiriitiilecegi laboratuvar, ¢alisma 6ncesi 2 saat boyunca UV 151k ile sterilize
edildi. Daha sonra ornekler, 5 dakika siiresince, 1/3 (v/v) oraninda steril destile su ile
sulandirilmis sodyum hipoklorit (¢camasir suyu) igerisinde bekletildi ve 30 dakika
boyunca UV 1s1ga maruz birakildi. Bu agama ile birlikte diger tiim deneyler steril kabin

icinde yiiritiildi.

3.3. STERIL DiS ORNEKLERINDEN DNA IZOLASYONU
Yiizey sterilizasyonu gercgeklestirilen disler 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 izolasyonunda, ticari olarak temin edilen The Invisorb Spin Forensic Kit
(STRATEC Biomedical AG, Germany, Katalog Numarasi: 1034110300) kullanildi.
Oncelikle, bu kitin aDNA ¢alismalarina uygun hale getirilmesine yonelik optimizasyon
caligmalar1 yapildi. Kit dahilindeki Bone Lysis Enhancer soliisyonu yerine, 490 pL
EDTA ve 10 pL Proteinaz K soliisyonu kullanildi ve toz haline getirilen dis koki, bir
gece 56 °C sicaklikta calkalayicida inkiibe edildi. DNA izolasyonun devami, Kit
prosediiriine uygun olarak yapildi. Her bir 6rnekten iki ayr1 DNA izolasyonu yapildi ve
izole edilen DNA’larin miktar ve saflik tayinleri nanodrop cihazi (Thermo Scientific
Nanodrop 2000, ABD) ile saptand:.
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3.4. MITOKONDRI DNA’SININ D-LOOP BOLGESININ “TOUCHDOWN”
POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (TOUCHDOWN PCR) iLE
COGALTILMASI

Orneklerden izole edilen DNA’larda mitokondri DNA’s1 d-loop bdlgesinin tamaminin

cogaltilabilmesi i¢in bu bolgeye 6zgiin 8 adet primer “NCBI Primer Blast” ¢evrimigi

programi kullanilarak tasarlandi (Tablo 3.1). Primerlerin ¢ogalttigi bolge (amplikon)

“SnapGene” programi kullanilarak belirlendi (Sekil 3.2).

Tablo 3.1: D-loop bolgesinin ¢ogaltilmasi igin tasarlanan primer listesi. (PB: Primer Boyutu,
Tm: Primer Baglanma Sicakligi, %GC: Guanin ve Sitozin niikleotidlerinin dizideki yiizdesi,
UB: Uriin Boyutu, b¢: Baz Cifti)

Adi Dizisi (5’9 3’) PB(b¢)  Tm(°C) | %GC UB (be)
HVR_1-F AAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGC 25 57,78 36

HVR_1-R TGATGTGTGATAGTTGAGGGTTG 23 58,42 43,48 278
HVR_2-F GGTACCATAAATACTTGACCACCTG 25 59,18 44

HVR_2-R TTTCACGGAGGATGGTGG 18 56,54 55,56 289
HVR_3-F CATAGTACATAAAGCCATTTACCG 24 55,75 375

HVR_3-R TGATAGACCTGTGATCCATCG 21 56,71 47,62 280
HVR_4-F TGAACTGTATCCGACATCTGG 21 57,2 47,62

HVR_4-R CGCCTGTAATATTGAACGTAGG 22 57,03 45,45 278
HVR_5-F GTATGCACGCGATAGCATTG 20 57,78 50 286
HVR_5-R GGGGTTTGGCAGAGATGTG 19 58,43 57,89

HVR_6-F ATGTCTGCACAGCCACTTTC 20 58,76 50 270
HVR_6-R GTGTGTGCTGGGTAGGATGG 20 60,39 60

HVR_7-F TTGGCGGTATGCACTTTTAAC 21 57,44 42,86

HVR_7-R ACTCACTGGAACGGGGATG 19 59,02 57,89 3
HVR_8-F CCTCCTCAAAGCAATACACTG 21 56,61 47,62 299

HVR_8-R CACGAAATTGACCAACCCTG 20 57,3 50
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(16,484 .. 16,504) 4-F 3R (16,565 .. 16)
(16,400 .. 16,417) 2-R f J9-F (71 .. 90)
(16,306 ..16,329) 3-F . \ |\ [ / 4R (166 .. 187)
(16,218 ..16,240) 1-R_ N_ \ |\ | [/ / _-6-F (249. 268)

(16,129 .. 16,153) 2-F O
(15,963 .. 15,987) 1-F o

_—6-R (501 ..520)
— 8-F (591 .. 611)
——_ —— 7-R (702 .. 720)

— fo7n aaq)
8-R (870 .. 889)

HVRI-II Primers mitochondrion
16,569 bp

Sekil 3.2: D-loop bolgesinin ¢ogaltilmast i¢in tasarlanan primerlerin SnapGene programi
ile olusturulan mitokondri genomundaki haritasi.

Amplikonlarin verimli olarak ¢ogaltilabilmesi i¢in ti¢ farkl: ticari PCR Kiti prosediirlerine
uygun olarak denendi. Bu kitler sirasiyla; GeneDirex Taq Polimeraz (KN: MB101-0500),
Norgen Taq 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 artirabilmek amaciyla
High Fidelity PCR Master kiti ile yapilan denemeye kit prosediiriinden farkli olarak H.O
yerine 2.5 uL (stok 5M) betain (2-trimethylammonioacetate) eklendi. Reaksiyonlarin
tamam1 “Touchdown PCR” yontemi ile C1000 Thermal Cycler (Biorad Laboratories,
Inc., ABD) cihaz1 kullanilarak Tablo 3.2de belirtilen kosullarda yapildi.
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Tablo 3.2: D-loop bélgesinin ¢ogaltimi i¢in kullanilan PCR kosullari.

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

35.D-LOOP BOLGESINE AIiT COGALTILAN AMPLIKONLARIN
DiZILENMESI VE BIYOINFORMATIK ANALIZLERI

PCR ile ¢ogaltilan d-loop bolgesine ait amplikonlarin Sanger dizilemeleri, DONE

Genetik ve Biyoinformatik Anonim Sirketi tarafindan ABI 3730 XL (Applied

Biosystems, ABD) cihaz1 kullanilarak yapilmistir.

Dizileme isleminden sonra, ham dizi verileri diizenlenerck FASTA formatina
dontistiiriildit ve tiim amplikon dizileri birlestirildi. Birlestirilen dizilerin ilk olarak
CLUSTALW yazilimiyla, revize edilmis Cambridge Referans Dizisi’ne (rCRS) gore
hizalamalar1 yapildi ve MEGA4 yazilimiyla neighbour-joining yaklasimli filogenetik
agag olusturuldu. Haplo-grup tespitleri, MITOMAP platformu ile yapild:.
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4. BULGULAR

Ornekleme calismalari, izmir ili Nif Dagi’'min Karamattepe, Ballicaoluk ve Baspinar

mevkilerinde slirmekte olan kazi ¢aligmalarinda bulunan mezarlarda yapildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Mezardan alinan kopek disi fotografi.

Izmir 1li Nif Dag1, Karamattepe, Ballicaoluk ve Baspinar kazi alanlarindan ¢ikarilan ii¢
ornekten 1ki set halinde DNA izolasyonlar1 yapildi ve nanodrop cihaz1 ile

spektrofotometrik dl¢timleri alindi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: DNA izolasyonu sonrasi yapilan spektrofotometrik
Ol¢timlerin sonuglari.

Ornek No,  ONSaNtrasyon ' ,,qq/n090 | A260/A230 Kazi Alam
(ng/pL)

KM17a 38 2.06 017 [
KM17b 7.4 1,85 011 P
BOM?2a 19,5 1,56 0.22 Ballcaoluk
BOM?2b 247 153 0,21 atlicaotu
BM37a 3 233 0.09

Bagpinar

BM37b 9,7 1,68 0,08
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Ug bireyden iki set halinde yapilan toplam alti érnekten PCR ile ¢ogaltim yapmak
amaciyla {i¢ farkli taq polimeraz denendi. Deneme yapilan polimeraz enzimlerinden
GeneDirex Taq Polimeraz ve Norgen Taq Polimeraz kitlerinden sonug¢ alinamazken High
Fidelity PCR Master kitiyle yapilan deneme reaksiyonunda bantlar saptandi (Sekil 4.2,
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Bu nedenle sonraki agamalarda High Fidelity PCR Master kitinin

etkinligini artirmaya yonelik denemeler yapildi.

Kontrol DNA

BOM2b

50 bp DNA Ladder Genedirex deneme reaksiyonu (50 ngful kontrol DNA ile)

Sekil 4.2: Genedirex Taq Polimeraz ile yapilan deneme reaksiyonu.
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Morgen tag polymerase deneme reaksiyonu

Sekil 4.3: Norgen Taq Polimeraz ile yapilan deneme reaksiyonu.
Kaontrol DNA Kaontrol DNA Kantrol DNA

e arT

|

50 bp DNA Ladder

R OCH E High Fidelity deneme

Sekil 4.4: ROCHE High Fidelity Taq Polimeraz ile yapilan deneme
reaksiyonu.
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Bu denemeler sonucunda ROCHE High Fidelity Taq Polimeraz kullanilmasina karar
verildi, primerlerin baglanmasini arttirarak ¢ogaltimi daha kaliteli hale getirmek igin
reaksiyona H2O yerine betain eklendi ve daha yogun bantlar gozlendi. Buna bagl olarak
tim orneklerden 8 primer ile ¢ogaltim yapildi ve her 6rnek i¢in tim amplikonlar

cogaltilabildi (Sekil 4.5).

KM17b KM17a BOM2b

.~ﬂ~-'~”¢--~-—¢-=

|

50 bp{ DNA Ladder 50 bp DNALadder

2

BOM2Zb BM37a BM37b

ﬂ--—vﬂﬂ-”-a ~ .

(3]

.\ 50 bp DNALadder

50 bp DNA Ladder
ROCHE High Fide ity Tag Poly e +Betain

Sekil 4.5: D-loop bolgesinin ROCHE High Fidelity Taq Polimeraz ve Betain kullanilarak sekiz
amplikonunun jel goriintiileri.

ABI 3730 XL yeni nesil dizileme cihazi kullanilarak yapilan dizileme sonuglarina dair

kromatogramlar Sekil 4.6 ile Sekil 4.53 arasinda gosterilmektedir.

10 20 30 40 30 &0 g 0 20 100 110 120
ATECAMME TATCAC TATCT ACLTCTAT TCAA T GATCTTTINT GG GGAAGCAGATTT GGUIACCACCCAAGTATT GACT CACCCAT CAACAACCGCTAT GTATT TCGTACAT TACT GCCAGCCAC
! I i [l f

130 140 150 160 ki 180 190 200 210 20 230 240 250
CATGAATATT GTACGGTACCAT AAATACT TG ACCACC T GTAGTACATA A AAAC COAATCCACAT CALAADCCOCTCOCCATGOTTACA A GUAAGT AC AGCAATCAACCC TCAACTAT CACACAT CAATAA A

Sekil 4.6: BM37a 6rneginin d-loop boélgesinin 1. amplikon dizisi.
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m o 0 40 kL il 0 BD an o0 e 170 130
AOGEGTAA T AMG C G CEWCAT CAAAACCGE TC COAT GOT TAMGA GEF A GTACA GCAAT CAACCCT CAL GIATCACACAT CAACTGCAA (T CCAAAG TCACCCOTCACCCAC GAGE AT AC O AGY

.HJ -'..\-\\k'-." fﬁ'-. e ) . \
A VS N N T N L .
f 2 \“\';Jb'—/-'if I\J{L\L\ﬂ_ﬁﬁ H‘ﬁﬁ\u iy T

140 150 160 1T 3 o 00
LAGOT 0 D ACCC TTAACAG TACAT AGT AL T AAAGCCAT T TACLS TACAT AR ACATTADAGT CAAATLLCTTOTOG

Sekil 4.7: BM37a 6rneginin d-loop boélgesinin 2. amplikon dizisi.

AACA CCC('.T Gy O O [ G G‘CCCT TCTCGTCO:C TGG AT G L‘CCCCCTC. GAT - GGGG’[‘CCCTTG \CC. talek TCCTCCGTG TC T TCCCGC C LG GTGCT CTCTCCTCGCTCCGGGC

"T' | .'WW MJW hﬂ l‘lJl lh.lL ”

ZIU

140

..C.-\T
f

\h fl ll x\l AR lt Lllhm “ Al ‘. " i nl.,

Sekil 4.8: BM37a 6rneginin d-loop bdlgesinin 3. amplikon dizisi.

20 £l A0 i k' m) 120
L ELUR R S CGG [T AGIE T, AGOC AWCGT ETEG CACAT A GADAT CAC GAT GG AT CAC A GG CTATCACCCT LACGACT CCGGG GE’TE’TCC TOGCATTTGGTA TCGTOTGGE

209 1[< }‘Criu VAR ﬁhi“ JNW Ay W{ MM% i F“r”'yfmw"fﬂﬁ ﬂ ik Lq]l rh”!m}&[

GGGT ATGE '-CGC‘G.‘.'I'-\GCG TTG:}-G W5 '-CGC'I'GG \GCCGG-\GE‘ 'tCCC'I' '-'I'G'I'CGG\ E{'.‘.TCTG’I' FTTE '-TT{'C'I'GC‘C

.I|
I —
1 4 kel jn 1 120
C(GGG_G‘? sl GCCGC GGGE GTCT @ GATCCT GCC [CAT CC‘ TAGTGA (‘GE‘ VECTACGT {! TACAGGE GAALAT ACCTAC TAAAGT GT G TTA [}
/ J-

JMWMM; "

0 149 150 m
TTGTAT GACATAATAATAACAATTOAATG '-E"I' GUALAG C('GC'l"l"l' oA '-C AAADAT C.‘.G'- [T G‘.-\T'J TCCO
I " ! ] ﬁ i
il ‘ el ‘ M I
It I[IL] v )

Sekil 4.10: BM37a 6rneginin d-loop bolgesinin 5. amplikon dizisi.

I.L:""-\l ! Il" i
o)

1

o
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w 20 3 440 A &l w £ a0
R AEE TAME GIGE G TG TVETAGTADG GGAGT GOGMEGGE W AT GF GT TAGTT GOGHEGED GACT GTT A G GEATACTRIDN \G'\I RAATT r'G ICI GETT GGC‘TGGTGTI GG

e MM st VAE R

Sekil 4.11: BM37a 6rneginin d-loop bdlgesinin 6. amplikon dizisi.

0 i) 0 40 Al il T BO S0 100 11 12
O AGEACACTTE TA GAGE VT OGAVGETAGGM R AACCTATTTGI TTA AGGGGT GAT GT GAGUCCGTCTAAACATTTTCA GI GTAT TGCT TTGAGGAMGGETA AGE TACATAAACTGT GGGG

Sekil 4.12: BM37a 6rneginin d-loop bolgesinin 7. amplikon dizisi.

i 0 30 A £l il o i £l 100 11d 120
WGE6 COETGEGEC 4CAGLACCCOT AAACGYS AVGEET AGGTCT AGCGTTT IC A AGGET G GGAGGEACACATG CAAGCAGCCGCGTRE AGTGAG TT CAACGT CTGAAT CACCA GAAT

130 0 on
GoGE GGGAC G E['GGC OGO G CE(UGC‘ ('C LAFGOTE \-G(‘G\ AGCCACA CCC‘\C CGGG AT AGE

Sekil 4.13: BM37a 6rneginin d-loop bolgesinin 8. amplikon dizisi.
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1] w 30 4 i &l N] i
AC GG CTAAGT TCTAATG T ETATT Q606 G TOTHGET OF GGG GoAG TTTEEGE OV GG GTATT GACT CADGGATOAGCAACCGET AT G GG TGGET TTACT GECAGDLACE

el M i @m““wmM i

18 190 Pl
AAMGOCOAATE AGATCAAAADD, COTCOD CAT

30
ReRE ICTIG C(B(‘GTGGG\-CI

AT, lG'IG'IGCGG'I GAT A

Sekil 4.14: BM37b 6rneginin d-loop bolgesinin 1. amplikon dizisi.

10 0 3 A o 2 Ry BO an
W N 060G 660 DEGCAGEEGGE GO T G A AGOCTGOGAGA AMGA GIN TATT TGTTY TTETT TTTITMTTT T T TT TTIOT TTMN MIN TN TTIT ITTITTT T T TITTIT

i Up
T m‘“"_ﬂ?‘y‘ Lﬂ

q{ [
|I|| r"““_—hf N A

130 140 130 160
IT TITTTT WTTTTITTT TINTTTITOTNTTIT MW TTITT T TITTTT TTTW TTTTITNM TTM TTITT N

Sekil 4.15: BM37b 6rneginin d-loop bolgesinin 2. amplikon dizisi.

AT CL.li WO G?]FC('"-W CTE'GTE‘DCF |GG‘TG¢C¢¢C¢TC MG GGGU"CCC' TG 'C(' ) TCC"’CCG'G WA A | WTECDGE (' LG GlmT\C|¢TCF|CﬁC|¢CGGG
/M VA li ﬂ L W| P f

™) Nt ( ) ol \“ & i i f' JL I N i \ﬂﬁf

7 i } dt;i»-( W ] { ]}L \.““ || | w{ru' k‘i

AGCCTA

E‘CC‘ G ACACT GGGGGI WGOTA G GA CGGT 'l'CCG DZIIC‘IGGII('CT C T GGGTC I

Sekil 4.16: BM37b 6rneginin d-loop bélgesinin 3. amplikon dizisi.
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1] Al A0 il kil Bl i i i 1200 1k
AGEE A GCGGT["G VEGCT AGATA G COVEA CGT T OOOG T T AT AL GG AGUAT GAGG G AT CACAGIETT CTAT R CTATTAAMGEACT OO GG G ATCACCATGCATTT GGEEATTTTCGICT

wwﬁumﬂf i :‘:f il .

a0 150 160 17 180 130 00
GGOEGE TECACGEEG ATAGGATEOGAGAC GO TEGAGCCEEMGGUUOCTATGTC G GATC TGT GEEGATT

Il. " il ”' “ P.--“' h! L i ||. b |”F |

Sekil 4.17: BM37b 6rneginin d-loop bélgesinin 4. amplikon dizisi.

20 0 40 A &0 T dan a0 m] 120 13
G GO0 CGET O O6G G G A6 G G060 GOGF GTCGE GT TCOT GECT G TCCTATGATTGATC G CGACGT TG AAT AT TALA GGG E‘ I LCT TACTAAAGT GE GAGVAT TAAT TAATG

140 150 160 17 130 150 o
CATATAGGACATA AAAATAACAATTGAGTGACA GUACAGCCGOGT TOCAC A AAG ACAT O A GAGEGE A4 G4 O
f |

Sekil 4.18: BM37b 6rneginin d-loop bélgesinin 5. amplikon dizisi.

an 40 0 10 1o iz 130
WO T m GG AG -G' TAGTAGEACGG GG GG0 GGHE T MG GTGTT, UI T GGGGGGTG CTGTTA LTFG:".T.'LCCGCC AAAAGATA AAATTT GAAAT CTGGT TAGAC TGGTGT T A

- MM.

140 1= 180 m 130 130 i
GGOTTOTTTGTTTTT GGG TT GOr G AG AT GTGTTTAAGTECT GT OG0 CAGAAGe G OGE60 MO GG0aGGEETT T

\.

—

gl

Sekil 4.19: BM37b 6rneginin d-loop bélgesinin 6. amplikon dizisi.
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&0 nd Al i 110 11
GE‘G’BCII T GGCI ATAGA GGZIGGC'- CCI TIIGTTTIG'GGGIGWGIG VOCCCGT CTAAACATTT TCAGT GTATTGCET TTG GG MEGTAAGETACAT A AACT GEGHGE

Pesansdbsot i

130 ldp Lin 150 1™ 150 190 oo I I 30 24n 50
GGGAGTCTTTGGGGTTTGGTT GGT TCGGGG TAT GGGGTTAGUAACGGTGTGTGTGIT GT GAAGG AT GGEC GGGGE CC TGTAACAAAA AVIG AGTGGTCCT.GG AGT GT GEA TT G AA T TATT AAG

26 Ea) B0 EA T 1] 3 ER EET) M E] B4l R
AATACACATGCAMGCAT COOOC TT COA CTGAGT A s A LANN B NN NNBNNN GUNN GGG (N C COTGO OO0 O00E CORC 000 @ 00 ¢ @ OO0 CNOC O F CO@C N €0 € CNNNNNN

o el s st B LA

Sekil 4.20: BM37b 6rneginin d-loop bélgesinin 7. amplikon dizisi.

1 1 120
GGG |‘G UUOCIC ICCE‘E'CT CU AT GGIITQQT(‘CI G(‘C‘THE’T TTA ﬂCTE'lTlFlG GIT(‘ClFSll GCIE‘CCC TTCCAGTGAGTTCACCC T CTGAATCACCAD

Sekil 4.21: BM37b 6rneginin d-loop boélgesinin 8. amplikon dizisi.

[EU]
ANT ||E GAT TOF A Tﬁr L 'l..'JI SEETGTT IG OGIGGWGF\GGII II'I'GGT ‘C‘C GOTGAETEY UT 'I"I'E"I'UGITC‘CGE' E‘C"I"'I'T'I'U’ﬂ IGU('IGG IT C‘ [= o R e

\ Mk \UUL%WMQ_M{\ JLWW 'l"tn‘W

Sekil 4.22: BOM2a 6rneginin d-loop bolgesinin 1. amplikon dizisi.



44

4 1m0
TC ML Wl FTBEJ E‘TOG H]“_Z"I are TCCGGG' WAAATGCTTA C AGCARGT A C ﬂC ATCA E‘CCIC ACTA IC WCACATCA CTGC E‘ICC‘ R el {!C(‘(‘TC'-E'E‘C'-(‘T\GG STACT
T

Colltoll il —

TR “.‘.':‘-II" | l-‘ll !u'
AL
1

ol U lJl W rIFL..'- q.]'lhlﬂr\“ 17\" - '- " 1 l it 'A lim r iy i

Sekil 4.23: BOM2a 6rneginin d-loop bolgesinin 2. amplikon dizisi.

130 1o L3 Lan 17 130 190
AACAAACCTACCCECC TTAACAGT ACAT AGT ACAT AAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGT CA ICCC

1w 20 30 H A il l £ o 00 e 12
TAGGE C @G CCCO0GA OOT TOTCGT oo TG0 T GArC Do TOAG T AGGEETCOCTT G /OO CCATCOT COGT G AT CAAT AT CECGRADAN G GTGET AL TETCLT DGETOCGEE

200 1 20 130 Pl I
CC‘C I ACALTT GGGGGI AGCTA GTG C‘IGI WTOCGACA IC TGarTeeTs, C].'I'C GOGET C‘ '.l ABCCTAAATAGOCCACAC GTTCCOLTTAAATAAGACATCAC BATGGATCAA G BTCTA

Sekil 4.24: BOM2a 6rneginin d-loop bolgesinin 3. amplikon dizisi.

0 0 e Al A &0 kL D kL [0 110 120
0G0y GU GG BT AGETAGY A GV AVEGT T C0O0GT TAAT A4 GGAGCADGAT GGAT CACAGGET CTAT CACCOTAT TAADGACT CACGECAGCTCTCCATGCATTT GETAT TTTCGTCT GG

Sl b

130 140 15 160 1m 130 180 200
GOOETATGC ACGUEATAGIG TT GOGAGACGE TGO MGOCGEAGEACCOTATGTOGM G ATCTGT GITTGATTOCT

Sekil 4.25: BOM2a 6rneginin d-loop bolgesinin 4. amplikon dizisi.

w i fLii} mo
WHEEG C Ggpmocu CGG Gﬁm WGWUGIGGW JITU'IGI' TGIﬂI TGTGT GG ﬂ_"ﬂG—ﬂlGlU(‘ﬂE‘TTGﬁIGGII T TATTAT Gy C GRGAGGCATT TT.'\.'-T'I'
4 ;
“ \
- 7l U"
130 180 150 T
SACA GVCTT A G'I GG IGI'JCGCOGG AT A T(ﬁ LOGT GGIGCG ATAAATAATAGGAT GAGGC AGG AATC

Sekil 4.26: BOM2a 6rneginin d-loop bolgesinin 5. amplikon dizisi.
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m S Lo 110 12 130
RACCOC ||."G MTHAG G\-l LT ’-Tr |GGG ’-TTGGG GGG d T EEGrTA GlTGGGGG@GflGl DAL GT GEAT ACC GUCAALAGTT AT T TG AT O GO T AGGET GOTGTT GG
||1I ll”
} .' r".q‘Uﬁ' Ilﬂ' il | ' m f
ﬁ»j/— ""VI"
o 13
TIE"ITIGIIIITGGGGIIIGC{'G GaA IGTGIII GIG:'IG'IGG‘CG OCGGGGGG GGOGOGGGGTTTGGIGG TITTTTGTI\IGI(I‘CGCEGIOG\ AT GO TGTGC A AACATA N'NN'N

Sekil 4.27: BOM2a 6rneginin d-loop bolgesinin 6. amplikon dizisi.

3 6l T 1o 120
GG ﬂ: ‘CCI ETAG GCI ATAGHA ‘-GCF\ O f(‘\ SCETATTT GI ATA MG GEEN GAT G GAGCCCGTET C. TT ATA GTGI \TIGE‘IGTG GOREGT AT A A A '\E‘TG GGG

=

It

o

'TGT ATT] IGGGGIT WGGET IGGGICGGGGI T GGGGI T \GC GC‘GG‘GTGGG G GGTGOGI GG ATGGE GGGGGI T

Sekil 4.28: BOM2a 6rneginin d-loop bolgesinin 7. amplikon dizisi.

1 i) 30 40 A L nyd Bl al Lon e 10
WUE LA GG BETEDD A0 AAGAGE A0 @ GO G O GGG A G 06 GE T G GEG G 0 00 A6 G060 0 OOTTT AAAGACT G0 TG GF T A6 GE G0 5 CTOGET A 0 GT 666

~

,'?é.’f-"\/—; \'>->-

o P
130 1o L3 160 17 130 120 Y
GUETGTATTTGGGE A TEE GO TAEWAGE0 A L0 COAGOATOCCCT T A MAGOTOTO TAD GAGGEGCT OO0 00 ©

Sekil 4.29: BOM2a 6rneginin d-loop bolgesinin 8. amplikon dizisi.
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1 2 30 Al 20 Al el Bl k. 1o 11 1210 130
TACE & CO GCE ACACCARVIE TACACATA AAAAGA BA AT O GG GEAAGCAGAT TT GGGTAC CACC O AGT AT T GACT CACCCATCAACAACCGUTAT GTATTTC AT ACAT TAC TGLCA GECACT

‘_,l llf Yo -»/“‘r\ Uf"‘llﬂ {Iﬂf'\it% “

"\---'"'\’W"\ el A e o e v iadnneedasananaelaneranfanansons

140 150 160 17 180 240 230 260
ATGAATATT GOAC GGTAC CATAAAT ACT T GACCAC CTGTAGT ACATAA AL ACTC A ll'CC ACATCA, lC‘(‘CCCl’E‘D{'C TGOTT \C AGCALGT \C GC ATCAACCCTCAACTAT CACACATCAA ANNN

i B f
e eaaleandefnnainnthaafiag f‘m-'ﬂ"'« AN AL A A A AR AARAN A A AR A A AL AR LA A

Sekil 4.30: BOM2b 6rneginin d-loop bdlgesinin 1. amplikon dizisi.

) 30 Ll il i £ ail 0 30} 1zi
GoGETe T l.'l W0 G TG GAEAT C8 TG GG AT A O TGCI TAGA GEF AGT @AGC AAT CAACCCT CAA AT CACACAT CAACT GCAA GICCALAG TCACCCCTG ACCGACGAGGATACCAA GG

/ /“ }(‘ f‘&g{\j’“ﬁ”“w Al [

\G\IGTO:‘C['C('ITL Lo} GIlClI lGG‘C\T LAG CCATTT ('O:IGI GIU‘I‘\C\TT LC.GI('\G 'JCCCIBI

. '
[T f 1 |

f e , ' Wby | o
|'| r I F\w MI.I." rl'”".lllr 'l)] ']H l-'l ‘“ lJl‘ J'lldlli ]ll 'i' 'l-' I .L!l.'-'..

Sekil 4.31: BOM2b 6rneginin d-loop bdlgesinin 2. amplikon dizisi.

1 20 120 1
T AR G GG T G FGSGCG:UF('ICGICU:C IGG IGCCCC‘C(‘TC G GGGGICCCI IG wos CC"I'{:C'I'CCGTG IE‘ ATA ICCE‘GC CAAGA GIGCT ETCTOCTOGETCOG GET

”»‘\.L vl d A LJJ\W iopgt " H%'B“u"J/\A‘»"uhw‘k@u“ﬁ"\l“m Wil 'W(L\ﬂ "J"mim Bededtedlil uﬂ\l

Sekil 4.32: BOM2b 6rneginin d-loop bolgesinin 3. amplikon dizisi.

[eac) C'\I nCﬁ TG GCTG VT GEE \‘(" 6T E'TEII ATA A G GCI DG G IGCGTGI = I IG:[‘IC‘I'\TT‘GDG'\('TC' CY-.'JGG g5t TE‘ E‘C i \'I"I"I'GGl' IUII(‘ GCIECG

A o

GG]GBI‘ "o \1’.‘ WA G IGIIG C\G WG .IEG\T{'CGG IC MOCT A IG\CGG\G I\ICIE1‘I1.’-‘IIIG IICE‘IGE‘

Sekil 4.33: BOM2b 6rneginin d-loop bolgesinin 4. amplikon dizisi.



47

L1 2 ElLl a0 kL Ll kel B0 Ll 1 1 120
COMG GA T CF GCAACA L TA TGT CGEAGT AT CT GT CTTT GAr TOCT GCCTEATCCTAT TAT TTATC GEACCTAC GTT CAAT AT TACA GGC GAACATACT TACT AAAGT GT GT TAAT TAATT AAT G

"1 r|f'l |'||1"|1 )

1\-' RN

130 1an 150 150 170 180 1% zon 210 I e 240 30
CTTOTAGGACAT AATAATAACAATTGAAT GTCT GoACAGE CGOT TTCCAC AT AGAC AT CATAADAAAAAATTT COACCAAAC COCCC OO COCCCOGOTTOT GGCCCCC COACT T AAACCO AT TTT

260 E P 290 300 3t Er] pati) 340 350 kL 3T
TTOOAAACTEALAAA NNNNNRG GV N NN NN NN MR NN NN NN N NN NN NN NN NN GUNN NN VN NN NN NN NN ENNNNN NRNNN NN NN NNN NN RGRNNNNN NN NN NN NN

Sekil 4.34: BOM2b 6rneginin d-loop bdlgesinin 5. amplikon dizisi.

10 11 1
WEL ACC AT \-CG\ GG G AGAT AGTA Gl T GG GG GGU VEERCHG TG GITA Gl T GGGGGG"G CTETTA \GFGC'-T-'\C(‘GE'C'- MAAGATAAAAT TT GAMATCT GOT TAGEN T GGTGTTAGG

MLEJMJWWLMM W

A0 150 Ll 17 130 190 200
GITCTTTGITTTT GGGETTTGEoAGAGATGTGET TTAAGT GOT GTG G0 CAG AG0 GORGGEAGHEEEEGOGT TTGETG

—

Sekil 4.35: BOM2b 6rneginin d-loop bdlgesinin 6. amplikon dizisi.

L] 20 i 44 A &l n &0 s i ity 120
G COMA C A CCTE TA G AGBCT ATAGAAGEITAGG AT AAACCT AT TT GTTTA AG GGET GAT GF GABCCOGT CTAAACAT T T T GT GTATT GOTTTGAGGAGGT A AGCTACATA AACT GFG GOG

A W

130 140 13 160 1 150 130 0
GOAGTOTTTGGOGTTT GGETTGGT TOGGGE T AT GLEEETT W60 ACGGTGTET GT GOT GGG A GG WGOGG0 GRHGE

Sekil 4.36: BOM2b 6rneginin d-loop bolgesinin 7. amplikon dizisi.
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1] 20 ) 4 £l 1] H &0 ai i [0} 120
G 63 C T CTGE GTCAT TTCGTGAC AMTAGGITT GGTCCTAGCCTTTOTAT TAGE TCTTAGEAAGAT TACACAT GCAAGCAT CCCCAT TOCAGTGAGTTCACCC TC TAAATCACCACG
T ¥ § i

130 110 150 150 1m 180 190 o 210 22 30 o
ATCAAAAGGGACAA GO AT CAA GC ACGCA GCAA TG AGE TCAAAACGC T TAGCC TAGCOACACC COCAC GG G AAACAGCAGTGAT TAACCTT TAGCAAT AA AT GAAAGT T TAAC TAAGCTATACT AN
' .

-'ll-. - J u.h. . '. l - iy ‘ll..i!l_ . _1 "'Lff “ AL ..l.l r"" M'] Wl l 'Ir';. r‘-.”'.".n'-

230 260 Rl a0 2150 30 30
COCCAGGEGTTGEIT AATTTOGT GA AGANN NHNNN RN WWWWWWWWWNWNWWWNMN H NNNNNNNNNNNN

Sekil 4.37: BOM2b 6rneginin d-loop bdlgesinin 8. amplikon dizisi.

pid 20 kL 40 £ s 10 110 120 130
OCT A GAC @A AACTRECACS CL ACAMCACAD AADWVAG T AT TE‘\TGGGG LECA G TTT GGG t-C(‘- COCAAGTATT GACTTACCCAT CAACAACCGCTATGTAT TTCGT ACATTACT GCCAGLCA

ffj%mww“\@“ Nl

-

140 130 160 170 200 210 n M0 250
COATGAATATT GEACGGT ACCATAAATACT TAACCAC O TGTAGT AL l'[ \ AAAACOC \ ICC CATCAAAACCCOCTCCCCATGC TTACAAGCAAGTACAGC AAT CAACCCTCAACTAT CACACAT

Sekil 4.38: KM 17a 6rneginin d-loop bélgesinin 1. amplikon dizisi.

Ul 20 a0 40 A0 [} bl i 0 10 110 120 (k]
CQECA@CATWCGEAGET CO T OAAADCCCCT COCCAT GUETTACLA GUAAGT ACAGUAAT CAACCCT CAACTAT CACACAT CAACT GCAACTCCAAAGCCACCCCTCACCCACT A GEATACCAACA

I il

Lan 150 180 17 150 190 00 110 i 230 o 250
AACCT ACCCACCCTTAACAGTACAT AGT ACAT AAAGOCAT TT ACCGTACAT AGCACAT TACAGTCAAATCCCTTCTC GO COCCATGG AT GACCCC COTCAGATAGGGGTC CCT TGACCACCATOC T

180 M 40 360 3 380
COGTEALLA A COANNN NNN’NN‘NNNN NNNNNWNNNNNNNNNNWNNNNI NNNN'NI NNNNNNNNNNNNN INr INJ THNTHRTT TTITNNT l'NJ ITTTT TICTTTT TTTTITT T TTTT T

Sekil 4.39: KM17a 6rneginin d-loop bélgesinin 2. amplikon dizisi.
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pi 2 EL 40 L &l T Lol i Ui 114 120
WOAEE TAGTG TCT TOAGTCCCT TOTCGICOCTAT G GAT GUCCCOCTOAGATAGEGEGICOCT TG/ CCAD CAT COT COGT O AL T CAAT AT COC GUACAAGAGT GCT M TCTCCTCGE T COGHGE

130 140 150 Lam 170 L& 190
COATAACACTTGGGGET AGC TAAAGT GAAC TGT AT COGACATC TGGTTCCTAC T TOAGGGT CATAAAGCOTA I LEOCCACA CGI TCCOCT I AT AAGACA IC CEATGGEA IC\-C IGI.'(‘I I

I""'Il II-"'I'""": Wil III_. il I bl

Sekil 4.40: KM 17a 6rneginin d-loop bélgesinin 3. amplikon dizisi.

£l
GIFC ACA smu‘ CGCG’ GTA GCCC{' C‘GFIICDCGTG W AN GREAT O C‘G AT GGEAT CADA GUI O AT T4 CCCI \TTA CE‘ or C-E‘GGG BCICICC IG—C TTT GG I'I'ITTC'GCIIGGGG

Sekil 4.41: KM17a 6rneginin d-loop bélgesinin 4. amplikon dizisi.

S0 0 120 130
CCTA IECGBOJGC[GBWIJOCG TUGGEGGGWGCGGICI G T E‘CIE.K'E‘ A | CCTATTA TIG T CGUACCT (‘GTTE' ATATTACA G (‘GG E‘ TACTTA (‘l VGTGT GTTAATT AATTAAT GOT

A il

140
TGTAAGACAT AATA I \CHI IG'\ IGICIGE‘ C GC{'GE‘I T ICE‘{' AT lC TCGI A A 'I"I' T C{"\ !

Sekil 4.42: KM17a 6rneginin d-loop bélgesinin 5. amplikon dizisi.

w 0 Eld 1] 0 £ 1o 110 120 130 140
A ODTA AT G TUEE GG DG A Iﬂ: TGGE \mﬁw WEGOG 0 AT AMGEIGT T AGE TG GGGEET GCTGTTA GI'GC' TACVAGCCAAMAG TAAAAATT GUAATCT GGTCAGGC T GG G TAGGG

150 180 17 150 130 200 I
FTOTTT GETTGTGGEATTT GO0 A GAT GT GTTCAAG, GUT GTGRICAG A0 G0 GROGHGAGGEEHGRAGT TGGGE v

Sekil 4.43: KM17a 6rneginin d-loop bélgesinin 6. amplikon dizisi.
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1w kil i £ A iy T Bl H 10 jit] 120
Tro@ AGC G A A CIDGAATET ATR CAAAGGEETA CGAEOVA ACCTATTTET TTAT GGGGE GAT GT GAGCCCORCTAACCAT TTTCA GTGTATTGET TTGAGGAGGTAMC TACATAAACT GTG GG

AN by :]"Illlll ..-.u Al o I
AT

Sekil 4.44: KM17a 6rneginin d-loop bolgesinin 7. amplikon dizisi.

10 Bl an 40 -0 &0 T i S 1 1
OG0 GO EEGT G DG GECEG AL A 6L A ATH GG TTWGGE COTAGE CT T TCTAT TAGET CTTAGTAAG T TACACAT GEA A GEATCC DEGTTOCAGT GAGTTCACCE TCTAAAT CACDALGAT

130 140 130 163 17 150 180 0 kall 220 230 40 30
LAAAGGGACAAGE AT CAAGCAD GCAGTEAAT GLAGCTOA A AL GO TTAGOC TAGC CACACT COCAC GGG AAADAGCAGTE AT TAAD O TTTAGC AT A4 AC GAAAGTTTAACT A AGE T AT ACT A 400

A o

60 it 60 200 3o At 330 340 350 360 370
CAGGETTOEO A QT TTOGTE G AGNNR AN NN RN R SRR N NSRS NSRRI N AR NN NN R RN R NRE RN NN RSN RSN BN N MR SN N AR NN NN NN

Sekil 4.45: KM 17a 6rneginin d-loop bélgesinin 8. amplikon dizisi.

1 D] an 40 = a0 0 A an 100 m 1200
A A A D GEE D CCVT AC MR CA ACACCVTGTT O TTOW GOGGANGEAGATTT GGGT ACCACCCAAGT ATT GACT CACC CAT CAAMCAACC GETATGTAT TTC GTACAT TACT GCCAGTCY

130 140 150 160 17 180 L3 o B Im 30 o 50
JCATG AATATTGT ACA GTACCATAAATACT TGACCAC CTGTAGT ACATAAAAACCCAATC CACAT CAAAACCCOC TCCCCATGC TTACAAGCAAGTACAGCAATCAAC CCTCAACTAT CACACAT

Sekil 4.46: KM17b 6rneginin d-loop bolgesinin 1. amplikon dizisi.
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10 2 30 A0 0 & Ll 0 an o0 110 1200
GO A CATCA B € TOYN G DGACATAC AAADCCODT CODCAVT G T TACAW GG AGEACA GLAAT CAACCCT CAACTAT CACACAT CAACT GCAACTOCAAAGCCACCCOTCAR COAL TA GG AT AT CA AT

130 140 130 160 1T 130 120 o
AL CTACCTGTCTTTAACAG TACATAGT ACAT AAAGCCATTTACC GTACATA GCACAT TACAGTCAAATCCCTT

Sekil 4.47: KM17b 6rneginin d-loop bolgesinin 2. amplikon dizisi.

VGG ':‘OIPEG CGa C ?}5 TCOET C AR HELE Y GG G'CUCE'E'C CAGA] GGGQTCUC :3"\1.—'0 ACCA E'C COGTGN m A C{:CGC WALGA GFUC SDTOT CE‘ CQC TCOGOG
—
x'\f 1“.\ Aft o ﬁu g } fL,' I { ’| il k
Bl sl '
AN LR, i
C\(?C TA CCTlGGGGGT GC| AGTGA CGGT ATCC GA ﬂ:ICIGGII('CI WLTTGA GGG|C TA GGCT

Hmm i 1 l“ il “ I u“ 1 u ‘i.u. il ['.'-’I"‘; ﬁ ." "'

Sekil 4.48: KM 17b 6rneginin d-loop bolgesinin 3. amplikon dizisi.

MGE 0T \S'G\?CG TG WE‘ AMEL A G T C'('G Etm LG GC WCGA GGU T GETCT '- CGCCT

w MM i NMM ” J\ﬁ“

OGGGG'IGC CGCG ('Gf‘IIGlG WG R TGGA OCE‘GGLGGK'CC LTGA CGG GA TCTGTGGGIG ITCCOG

Sekil 4.49: KM17b 6rneginin d-loop bolgesinin 4. amplikon dizisi.
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GEE G DCGCGGG Cﬂf GGﬁCGWB GO G’G GGGCU?GE’GCGﬂaﬁn
H |' l}hh J
AP }& b \E.MM'

TGTA G.CI I AGA C TIG TGA CTGTCGCCGCGI@CLC.CG Vi GGG ‘GG‘GII [+:Xal8

Sekil 4.50: KM17b 6rneginin d-loop bolgesinin 5. amplikon dizisi.

L 1l'||1 un
G

Wi GGT LG CGGGG UGGGGGG A VGTG GIT G GGWGGTGC TG G"GC AL A GAT AAAAT A ﬂ C SEGC T AGOT GG GTT GGG

Iﬂ
GG A TA GG
/\J “‘
P iy
&*ﬁm_}ft

'I"I'CT'I'GMGGI IG(K]GII TGEEAG G IGI GUOCA I&I‘ G GG’.‘{' el GCGGGGGG GGGGGGG 'GTGGGGG

Sekil 4.51: KM17b 6rneginin d-loop bolgesinin 6. amplikon dizisi.

i 20 EL] £l il T Bﬂ 90 1 1
[S15) ff‘ﬂ:‘ W ACCT O TG AGCT AC T A AGOEETA G GA C' LACCT AT OF GTTTAT GGEGT GAT GF G TCC‘G CLAAACAT TTTECA GT GI DCTC G GGAEGT S A AT TAD Y
=

J[\W f\"" 'i Hl .(J'JJ li Hlm |i X..m

13 140
WEACTO TOGGOTTTGH TG GI'Tﬂ] GGG G\'I'GG"I'GT'I' '-GC Asl GG'I'GI'G’I'G’I'GI'GC‘T GGG‘. A5G .;.'l'oc.'oc GGGGGTT G

Sekil 4.52: KM17b 6rneginin d-loop bolgesinin 7. amplikon dizisi.
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10 20 £l 40 S0 it 5 i 0 1l il iz 130
WOCH G AD TG GT 60T rﬁ G GGIC AT A G G TTAG G COT A GEETTTETAT TAGET CT TAGTASGAT T ACACAT GCAA BEAT COCEAT TCCAGT GAGTTCACCET CTAAT CACCACG AT CAAA A
—-—. T -
IR |I I[ J |] ] |]
f | 14 | [
| I| |1 [ ] | I |,|| || , n f | | ;
Loy | ; ‘ " -
AR SN .,1 i | g l " |r |J i f Wl
L] LPAYRVITAN () ! | 4™ \ L | , i [l | l | 1
/ Vb AL sy Ly ' M "r’ 1 HdAf .' 1 A_L-'a Wl AL i‘-lll,l'"g..,n_f'_., L LY LA A,
140 150 160 17 150 15 200 HI 20 30 240 250
GOGACAAGCAT CAAGCACGC AGCAAT GCAGC TCAAAAC G TTAGCC TAGC CACACC COCAC GOG AAACAGCAGTG ATTAACCT VECAATAAACGAAAGTTTAAC TAAGC TAT AL TAALD CCOAG
| | .
|| i |||
i | il [ Ty
Iy h th r || "' i q i i (i
|l |L,-|L”d ||I,|!|I ! I|| | / l I | ||L|| UJ'}J ||| b |I I|I ||| I
JEP AL L0 P N ] L\...,.n. ;.L_..:‘J.,. Liddalbiy LA e —-IA_J__._»_LJ.-l—-L!-JEn L_\-:.ﬁw'l LSV ERTRY R LD
260 1 p: 230 300 EiT 3200 330 EX 350 36l 37
GGETTGETCAATTTOGTGA AGUNN ANNNNNNNN AINNNNNNNNN NN NN NN NN NN NN NEN NN NN N NN N NS NN N NN SN NN NN 8NN NN R NN NNN S SN NN NN NN NN NNNNN
[ n
|1
|I | ‘
N o
| 1 f
i |l X | Al
\r.l,m. AL LN AL

Sekil 4.53: KM17b 6rneginin d-loop bolgesinin 8. amplikon dizisi.

Dizileme sonuglar1 degerlendirildiginde, dizileme kalitesinin, aDNA nin hasarli yapis1 ve
kontaminasyondan dolay diisiik oldugu gdzlendi. ilk olarak tiim drnekler rCRS’ye gére
hizaland1 ve hatali 6rnekler tespit edildi. Yiiksek oranda hatali oldugu tespit edilen
BM37a, BOM2b ve KM17a olmak iizere li¢c 6rnek analiz sonuglarina katilmadi. Daha
sonra bireylerin birbirleriyle olan iliskilerini gostermek amaciyla MEGA4 yazilimi
kullanilarak filogenetik aga¢ olusturuldu. Evrimsel akrabalik agacina bakildiginda,
BOM2 6rnegi ile KM17 6rneginin birbirlerine BM37 6rneginden daha yakin oldugu
saptandi (Sekil 4.54).
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BOM2a

0.00

0.054

0104

0.154

0.204

0.254

W3

Sekil 4.54: Neighbour-joining metodu ile ¢izilen evrimsel akrabalik
agaci.

Calismada kullanilan {i¢ 6rnegin, MITOMAP yazilimi ile haplo-gruplar tespit edildi.
Dizilemeleri yapilan {i¢ bireye ait haplo-grup tespitleri ve genomda saptanan varyasyonlar

Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2: D-loop bolgesi dizilerine gére yapilan haplo-grup tespitleri.

Birey | Haplo-grup Varyasyonlar

C27G, T42A, C122G, Al123G, T155G, T158A,
T159G, C164G, C164G, C166A, C166A,
T168G, G171A, C174G, T177d, T180A,
Al183G, T208A, T223A, T226C, T236A,
T252A, A257G, C261G, A263G, T265G,
C273A, A297C, A300C, C309CCCT, T310C,
BM37 | Hle A335G, A448C, T455TT, A470G, C527T,
A647G, GT709A, AT750G, T789G, A819C,
T825C, G834T, A846G, AT16007d, A16011T,
T16015G, T16027TA, T16028G, C16056G,
C16072G, T16094G, C16099G, C16107G,
T16131A, C16151G, T16154G, C16186A,
T16462G, C16549G, A16554G
C27G, C122G, A123G, C166A, G1T71A,
Al175C, T177d, A181T, T195C, C198T,
T223C, A227C, G229d, G247C, C253T,
A259C, G260C, A263C, A263G, A270C,
BOM2 | H3c A272C, A274C, A286C, A297C, A300C,
C309CCCT, T310C, T455TT, A472C, A479d,
G513C, A515T, AS5S17T, AS519C, G564T,
AS581T, G611T, Al16206G, Al6210AG,
C16222CG, C16248CG, T16372TA
C27G, T60TT, C64T, C110G, T115A, C122G,
Al123G, TI125A, C132G, TI134G, T142G,
T157G, T159G, T161G, C162G, T168G,
G171A, T172G, C174G, T177G, G228A,
A259G, A263G, T265G, A281G, T282G,
A284G, C285G, A291T, A291d, A297C,
C299A, A301C, A302C, C315CC, A326T,
A328T, C332T, A335G, A336G, A337G,
KM17 | H7 C345T, G347T, A359C, A360C, A385G,
A388T, A390G, A396T, G409T, G410T,
G412T, GA413T, T416d, A446G, T449C,
T450C, A451d, A470G, T471G, T474C,
C483T, A484T, C527T, A5B65T, A599G,
C628G, A648G, T655A, T656G, G709A,
A750G, GI16129A, T16231G, C16292T,
C16294T, C16296T, T16362C, C16408G,
C16549G
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada {zmir ili Nif Dagi Kazilarinin Karamattepe, Ballicaoluk ve Baspinar olmak
tizere Ui¢ farkli arasgtirma alanindan ¢ikarilan iskeletlerin mitokondriyal haplo-gruplarinin
ve birbirleriyle olan akrabalik iliskilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu hedefe yonelik
olarak, ti¢ bireyin dis orneklerinden DNA izolasyonlar1 yapildi ve mtDNA d-loop
bolgeleri dizilendi ve biyoinformatik yontemler kullanilarak haplo-grup tespitleri yapildi.
Haplo-grup verilerine bakildiginda, KM17 bireyinin H7, BM37 bireyinin Hle, BOM2

bireyinin ise H3c haplo-grubuna dahil olabilecegi saptandi.

Bireylerden izole edilen DNA’larin spektrofotometrik 6l¢clim sonuglarina gére, DNA
miktar1 ve saflik degerinin aDNA ¢alismalari agisindan basarili oldugu belirlendi (Tablo
4.1). Uzun yillar toprak altinda kalmis olmasi nedeniyle DN A miktar1 ve kalitesinin diisiik
olmasi aDNA c¢alismalarinin ortak sorunudur. Rohland ve Hofteiter, yaptiklari ¢calismada
(2007), ti¢ farkli klasik yontem ile ti¢ farkli ticari kiti denemisler ve aDNA izolasyon
sonuglarini karsilastirmislardir. izole edilen aDNA’lar1 kantitatif PCR (qPCR) ile
cogaltilarak her bir gramdaki kopya sayisini tespit etmislerdir. Yapilan ¢aligmaya gore,
Klasik yontemlerden silika temelli izolasyon metodunun ve ticari kitlerden DNA 1Q
System (Promega) kitinin en basarili sonuglar1 verdigi saptanmistir. Ayni ¢caligmada silika
temelli Klasik izolasyon metodu optimize edilmis ve aDNA ¢alismalarinda daha basarili
sonuclar elde edilmesi saglanmistir. Yaptigimiz calismada, hizli ve gilivenilir olmasi
nedeniyle ticari olarak satin alinan The Invisorb Spin Forensic Kit kullanilmistir. Bu kitin
tercih edilmesinin en 6nemli sebebi, aDNA’da oldugu gibi genellikle par¢alanmis ve az
miktardaki DNA ornekleriyle calismalar yapan adli genetik alanina 6zgi iretilmis
olmasidir (Wurmb ve dig., 2001). Kitin prosediirii aDNA’nin biyokimyasal 6zellikleri

g0z Oniinde bulundurularak modifiye edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, 6rneklerden izole edilen mtDNA’larin d-loop bélgelerinin basarili
bir sekilde ¢ogaltilabilmesi amaciyla farkli PCR protokolleri denendi. En basarili sonucun
betain (2-trimethylammonioacetate) eklenerek High Fidelity PCR Master Kiti ile yapilan
Touch-down PCR yonteminden alindig1 saptandi (Sekil 4.5). Bu yontem ile tiim 6rneklere
ait mtDNA d-loop bolgeleri ¢ogaltilabildi ve daha sonra dizileme islemi gergeklestirildi.
Matheson ve arkadaglar1 (2014), primerlerin kalip DNA’ya baglanma sicakligini her bir
donglide azaltarak gergeklestirdikleri Touch-down PCR metodunda, baglanma
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etkinliginin arttigini bildirmislerdir. Henke ve arkadaslar1 (1997) yaptiklari ¢alismada ise
betainin kimyasal yapisindan dolayi, kullanilan primerlerin DNA’ya baglanma

Ozgiinliiglinii artirdigini rapor etmislerdir.

Calismada Touch-down PCR teknigi kullanilarak ¢ogaltilan d-loop bélgelerinin dizileme
kromatogramlarina bakildiginda (Sekil 4.6 — 4.53), arka planda yogun miktarda
istenmeyen dalgalanmalar (giiriiltii) bulundugu tespit edildi. Bu nedenle, bu ¢alismada
yer alan BM37a, BOM2b ve KMI17a bireylerine ait 6rnekler yanlis sonucglara sebep

olabileceginden dolay analizlerden ¢ikartildi.

Calismada 6rnek alinan ti¢ bireyin birbirleriyle olan iliskileri, ¢izilen neighbour-joining
evrimsel agacinda gosterildi (Sekil 4.54). Neighbour-joining algoritmasi, mesafe temelli
evrimsel agac¢ ¢izim yontemlerindendir (Allmer, 2012). Evrimsel agacta birbiriyle yakin
iliskide olduklar1 saptanan, BOM2 (Ballicaoluk) ile KM 17 (Karamattepe) bireylerinin
yasadiklar1 bolgeler, cografik olarak yakin konumlarda bulunduklari gibi, ayn1 zamanda
bu bireylerin tarihsel olarak da birbirlerine yakin dénemde yasamis olabilecekleri
arkeologlar tarafindan rapor edilmistir (Tulunay, 2012). BM37 kodlu Baspinar
mevkiinde, Bizans Doneminde yasamis oldugu rapor edilen bireyin ise evrimsel agacta,
digerlerinden evrimsel akrabalik acisindan daha uzakta konumlandigi saptandi.
Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular, arkeolojik arastirmalarda elde edilen
tarihsel verileri destekler niteliktedir.

Bu arastirmada saptanan haplo-grup verilerine bakildiginda, KM17 bireyinin H7, BM37
bireyinin Hle, BOM2 bireyinin ise H3c haplo-grubuna dahil olabilecegi saptandi (Tablo
4.2). H st haplo-grubu, giinlimiiz Avrupa popiilasyonunun yaklasik olarak %41’inin
dahil oldugu haplo-gruptur. H haplo-grubu, Son Buzul Maksimum’dan (Last Glacial
Maximum-LGM) hemen 6nce (giiniimiizden yaklasik 20 bin yil 6nce) Asya’da HV haplo-
grubundan kokenlenmis ve Avrupa’ya yayilarak LGM’nin sonunda yiiksek miktarda
cesitlilik kazanmustir (Sekil 5.1). H1 ve H3 haplo-gruplart bu dénemde ortaya ¢ikan
haplo-gruplar olmakla birlikte, giiniimiizde Avrupa popiilasyonunun biiylik kisminda
goriilmektedir. Hle ve H3c alt haplo-gruplari ise giiniimiizde Bask toplumuyla iligkilidir.
H7 haplo-grubu ise Yakin Dogu popiilasyonlarinda temsil edilmektedir (Achilli ve dig.,
2004).
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Bu tez ¢aligmasinin sonuglarina gére, mtDNA’nin d-loop bolgesindeki varyasyonlara
gore H haplo-grubuna dahil oldugu tespit edilen Karamattepe, Ballicoluk ve Bagpinar
bireylerinin, Bati Avrupa ve Yakin Dogu toplumlariyla iliskili olabilecegi gosterilmistir.
Hem Nif Dagi’na hem de Bati Anadolu’ya dair tiim g0¢ Orlintiilerinin ortaya
¢ikarilabilmesi i¢in, farkli kaz1 alanlarindan ¢ikarilan daha fazla bireyin aDNA verileri ile

yapilan popiilasyon genomigi ¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anadolu cografyasi tarih oncesi donemlerden itibaren birgok uygarligin ugrak noktasi
olmustur. Konumu nedeniyle tarih 6ncesi donemlerde 6nemli bir gé¢ yolu olmus, verimli
topraklar1 sayesinde tarim sonrasi donemlerde bir¢ok uygarliga ev sahipligi yapmistir.
Ayrica yine “Baharat Yolu”, “Ipek Yolu” gibi Asya’y1 Avrupa’ya baglayan ticaret
yollarini barindirmasi ve “Bereketli hilal”’e yakinligi Anadolu topraklarinin her donem
diinya tarihinde onemli bir yere sahip olmasini saglamistir. Su ana kadar yapilan
arkeolojik, antropolojik ve tarihsel ¢alismalar Anadolu tarihinin ortaya ¢ikarilmasinda

onemli bir yere sahiptir.

Sonug olarak bu tez projesi Tiirkiye’de, Anadolu’nun gog¢ rotasinin belirlenmesi amaciyla
yapilan ilk aDNA calismasidir. Tiirkiye’de sosyal bilimler ile doga bilimleri arasinda
yapilan az sayida disiplinler arasi ¢alismaya Ornek teskil etmesi bakimindan oncii bir

calisma niteligindedir.



1] ROK:
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Sekil 5.1: Mitokondriyal H haplo-grubunun evrimsel agaci (Achilli ve dig., 2004).



60

KAYNAKLAR

Achilli, A., Rengo, C., Magri, C., Battaglia, V., Olivieri, A., Scozzari, R., Cruciani, F.,
Zeviani, M., Briem, E., Carelli, V., Moral, P., Dugoujon, J., Roostalu, U., Loogviili,
E., Kivisild, T., Bandelt, H., Richards, M., Villems, R., Santachiara-Benerecetti, A.
S., Semino, O., Torroni, A., 2004. The Molecular Dissection of mtDNA Haplogroup
H Confirms That the Franco-Cantabrian Glacial Refuge Was a Major Source for the
European Gene Pool. American journal of human genetics. 75, s. 910-918.

Adams, B. J. ve Crabtree, P. J., 2008. Comparative skeletal anatomy. New York: Humana
Press.

Adcock, G. J., Dennis, E.S., Easteal S., Huttley G.A., Jermiin L.S., Peacock W.J., Thorne
A., 2011. Mitochondrial DNA sequences in ancient Australians: implications for
modern human origins. Proceedings of the national academy of sciences, 98(2), s.
537-542.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M. Roberts, K. Walter, P., 2001. The molecular
biology of the cell. 4 b. New York: Garland Science.

Allentoft, M. E., Collins, M., Harker, D., Haile, J., Oskam, C. L., Hale, M. L., Campos,
P. F., Samaniego, J. A., Gilbert, M. T. P., Willerslev, E., Zhang, G., Scofield, R. P.,
Holdaway, R. N., Bunce, M., 2012. The half-life of DNA in bone: measuring decay
Kinetics in 158 dated fossils. Proceedings of the royal society B., 279(1748), s. 4724-
33.

Allmer, J., 2012. Biyoenformatik | dizi kiyaslamalari, istanbul: Nobel Yayncilik.

Briggs, A. W. ve Heyn, P., 2012. Preparation of Next-Generation Sequencing Libraries
from Damaged DNA., B. Shapiro ve M. Hofreiter, Ancient DNA methods and
protocols i¢cinde. Springer, s. 143-154.

Buikstra, J. E. ve Ubelaker, D. H., 1994. Standarts for data collection from Human
Skeletal Remains. Arkansas: Arkansas University Press.

Cann, R. L., Stoneking, M. ve Wilson, A. C., 1987. Mitochondrial DNA ve Human
Evolution. Nature, 325, s. 31-36.

Caramelli, D., Lalueza-Fox, C., Vernesi, C., Lari, M., Casoli, A., Mallegni, F., Chiarelli,
B., Dupanloup, I., Bertranpetit, J., Barbujani, G., Bertorelle, G., 2003. Evidence for
a genetic discontinuity between Neanderthals and 24000-year-old anatomically
modern Europeans. Proceedings of the national academy of sciences, 100(11), s.
6593-6597.

Carelli, V., Achilli, A., Valentino, M. L., Rengo, C., Semino, O., Pala, M., Olivieri, A.,
Mattiazzi, M., Pallotti, F., Carrara, F., Zeviani, M., Leuzzi, V., Carducci, C., Valle,
G., Simionati, B., Mendieta, L., Salomao, S., Belfort, R., Sadun, A. A, Torroni, A,
2006. Haplogroup Effects and Recombination of Mitochondrial DNA: Novel Clues
from the Analysis of Leber Hereditary Optic Neuropathy Pedigrees. The American
journal of human genetics, 78, s. 564-574.



61

Cavalli-Sforza, L. L., 1994. The history and geography of human genes. Princeton:
Princeton University Press.

Cooper, A. ve Haak , W., 2010. Sampling guide. [Cevrimi¢i]http://www.adelaide.edu.au/
[11.02.2015 tarihinde erisildi].

Cooper, A. ve Poinar, H. N., 2000. Ancient DNA: Do It Right or Not at All. Science,
289(5482), s. 1139.

Dabney, J., Meyer, M. ve Péibo, S., 2013. Ancient DNA Damage. Cold spring harbor
perspective biology, s. 1-7.

Darwin, C. R., 1859. Tiirlerin kékeni. (Oner Unalan, Cev.) 4 b. (2013) istanbul: Evrensel
Basim Yayin.

Der Sarkissian, C., Allentoft, M. E., Avila-Arcos, M. C., Barnett, R., Campos, P. F.,
Cappellini, E., Ermini, L., Fernandez, R., da Fonseca, R., Ginolhac, A., Hansen, A.,
Jonsson, H., Korneliussen, T., Margaryan, A., Martin, M. D., Moreno-Mayar, J. V.,
Raghavan, M., Rasmussen, M., Velasco, M. S., Schroeder, H., Schubert, M., Seguin-
Orlando, A., Wales, N., Gilbert, M. T. P., Willerslev E., Orlando, L., 2015. Ancient
genomics. Philosophical transactions of the royal society B, 370(20130387).

Eriksen, T. H. ve Nielsen, F. S., 2011. Antropoloji tarihi. 1 b. Istanbul: iletisim Yayinlari.

Ermini, L., Olivieri, C., Rizzi, E., Corti, G., Bonnal, R., Soares, P., Luciani, S., Marota,
I., De Bellis, G., Richards, M. B., Rollo, F., 2008. Complete mitochondrial genome
sequence of the Tyrolean Iceman. Current biology, 18(21), s. 1687-1693

Ertan, H., 2010. Biyolojik evrim kuraminin arkasindaki yasam Charles Robert Darwin. 1
b. Istanbul: Is Bankas: Kiiltiir Yayinlar.

Franklin, R. E. ve Gosling, R. G., 1953. Molecular Configuration in Sodium
Thymonucleate. Nature, 171(4356), s. 740-741.

Futuyma, D., 2008. Evrim. Ankara: Palme Yayincilik.

Gamba, C., Jones, E. R., Teasdale, M. D., McLaughlin, R. L., Gonzalez-Fortes, G.,
Mattiangeli, V., Domboroczki, L., Kovari, 1., Pap, 1., Anders, A., Whittle, A., Dani,
J., Raczky, P., Higham, T. F. G., Hofreiter, M., Bradley, D. G., Pinhasi, R., 2014.
Genome flux and stasis in a five millennium transect of European prehistory. Nature
communications, 5(5257), s. 1-9.

George, C. M., Gao, Y. ve Kosuri, S., 2012. Next-Generation Digital Information Storage
in DNA, Science, 337(6102), s. 1628.

Haak, W., Forster, P., Bramanti, B., Matsumura, S., Brandt, G., Tanzer, M., Villems, R.,
Renfrew, C., Gronenborn, D., Alt, K. W., Burger, J., 2005. Ancient DNA from the
First European Farmers in 7500-Year-Old Neolithic Sites. Science, 310, s. 1016-
1018.


http://www.adelaide.edu.au/acad/images/aDNASampling_guide2010.pdf

62

Haak, W., Lazaridis, I., Patterson, N., Rohland, N., Mallick, S., Llamas, B., Brandt, G.,
Nordenfelt, S., Harney, E., Stewardson, K., Fu, Q., Mittnik, A., Banffy, E.,
Economou, C., Francken, M., Friederich, S., Pena, R. G., Hallgren, F., Khartanovich,
V., Khokhlov, A., Kunst, M., Kuznetsov, P., Meller, H., Mochalov, O., Moiseyev,
V., 2015. Massive migration from the steppe was a source for Indo-European
languages in Europe. Nature, doi: 10.1038/nature14317

Hagelberg, E., Hofreiter, M. ve Keyser, C., 2015. Ancient DNA: The first three decades.
Philosophical transactions of the royal society B, 370(20130371), s. 1-4.

Henke, W., Herdel, K., Jung, K., Schnorr, D., Loening, S. A., 1997. Betaine improves the
PCR amplification of GC-rich DNA sequences. Nucleic acids research, 25(19), s.
3957-3958.

Higuchi, R., Bowman, B., Freiberger, M., Ryder, O. A., Wilson, A. C., 1984. DNA
sequences from the quagga, an extinct member of the horse family. Nature, 312, s.
282-284.

Hillson, S., 2005. Teeth. 2 b. Cambridge: Cambridge University Press.

Hoeijmakers, J. H. J., 2001. Genome maintenance mechanisms for preventing cancer.
Nature, 411, s. 366-374.

Ingman, M., Kaessmann, H., Pdébo, S. ve Gyllensten, U., 2000. Mitochondrial genome
variation and the origin of modern humans. Nature, 408, s. 708-713.

Karp, G., 2009. Cell and molecular biology: Concepts and experiments. 6 b. s.l.:Wiley.
Kottak, C. P., 2014. Antropoloji insan ¢esitliliginin énemi. Ankara: De Ki Yayinlari.

Krebs, J. E., Goldstein, E. S. ve Kilpatrick, S. T., 2012. Lewin's genes XI. 11 b. s.l.: Jones
ve Bartlett Learning.

Krings, M., Stone, A. C., Schmitz, R. W, Krainitzki, H., Stoneking, M., Pdébo, S., 1997.
Neandertal DNA sequences and the origin of modern humans. Cell, 90(1), 19-30.

Malyarchuk, B., Derenko, M., Grzybowski, T., Perkova, M., Rogalla, U., Vanecek, T.,
Tsybovsky, 1., 2010. The Peopling of Europe from the Mitochondrial Haplogroup
U5 Perspective. Public library of science one, 5(4), s. €10285.

Manfredi, G., Thyagarajan, D., Papadopoulou, L. C., Pallotti, F., Schon, E. A., 1997. The
Fate of Human Sperm-Derived mtDNA in Somatic Cells. American journal of human
genetics, 61, s. 953 —960.

Matheson, C. D., David, R., Spigelman, M. ve Donoghue, H. D., 2014. Molecular
Confirmation of and Family Relationship in two Ancient Egyptian Mummies.
Yearbook of mummy studies, 2, s. 39-47.

Mendel, G., 1865. Versuche uber Pflanzenhybriden. Vorgelegt in den Sitzungen, 8, s.
4-46.


http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-2
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-3
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-4
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-5
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-6
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-7
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-8
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-8
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-9
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-10
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-11
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-12
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-13
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-14
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-15
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-16
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-17
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-18
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-19
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-20
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-21
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-22
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-23
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-24
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature14317.html?WT.ec_id=NATURE-20150305#auth-25

63

Monot, M., Honore, N., Garnier, T., Zidane, N., Sherafi, D., Paniz-Mondolfi, A.,
Matsuoka, M., Taylor, G. M., Donoghue, H. D., Bouwman, A., Mays, S., Watson,
C., Lockwood, D., Khamesipour, A., Dowlati, Y., Jianping, S., Rea, T. H., Vera-
Cabrera, L., Stefani, M. M., Banu, S., Macdonald, M., Sapkota, B. R., Spencer, J. S.,
Thomas, J., Harshman, K., Singh, P., Busso, P., Gattiker, A., Rougemont, J.,
Brennan, P. J., Cole, S. T., 2009. Comparative genomic and phylogeographic
analysis of Mycobacterium leprae. Nature genetics, 41, s. 1282 - 1289.

Moorehead, A., 2005. Darwin ve beagle seriiveni. 4 b. Ankara: Tiibitak Yayinlart.

Morgan, T. J., Uomini, N. T., Rendell, L. E., Chouinard-Thuly, L., Street, S. E., Lewis,
H. M., Cross, C. P., Evans, C., Kearney, R., de la Torre, ., Whiten, A., Laland, K.
N., 2015. Experimental evidence for the co-evolution of hominin tool-making
teaching and language. Nature communications, 6(6029).

Mullis, K. B., 1987. Process for amplifing nucleic acid sequences. US California, Patent
No. 4,683,202.

Orlando, L., Ginolhac, A., Raghavan, M., Vilstrup, J., Rasmussen, M., Magnussen, K.,
Steinmann, K. E., Kapranov, P., hompson, J. F., Zazula, G., Froese, D., Moltke, 1.,
Shapiro, B., Hofreiter, M., Al-Rasheid, K. A. S., Gilbert, M. T. P., Willerslev, E.,
2011. True single-molecule DNA sequencing of a pleistocene horse bone. Genome
research, 21, s. 1705-17109.

Ovchinnikov, I. V., Gotherstrom, A., Romanova, G. P., Kharitonov, V. M., Lidén, K.
Goodwin, W., 2000. Molecular analysis of Neanderthal DNA from the northern
Caucasus. Nature, 404, s. 490-493.

Ozbek, M., 2007. Diinden bugiine insan. 2 b. Ankara: imge Yaymnevi.

Pédbo, S., 1985. Molecular cloning of Ancient Egyptian mummy DNA. Nature, 314, s.
644-645.

Pédbo, S., 2014. Neanderthal man: In search of lost genomes. 1 b. New York: Basic
Books.

Paabo, S., Poinar, H., Serre, D., Jaenicke-Despres, V., Hebler, J., Rohland, N., Kuch, M.,
Krause, J., Vigilant, L., Hofreiter, M., 2004. Genetic analysis from ancient DNA.
Annual review of genetics, 38, s. 645-679.

Pakendorf, B. ve Stoneking, M., 2005. Mitochondrial DNA and human evolution. Annual
reviews of genomics and human genetics, 6, s. 165-83.

Pala, M., Olivieri, A., Achilli, A., Accetturo, M., Metspalu, E., Reidla, M., Tamm, E.,
Karmin, M., Reisberg, T., Kashani, B. H., Perego, U. A., Carossa, V., Gandini, F.,
Pereira, J. B., Soares, P., Angerhofer, N., Rychkov, S., Al-Zahery, N., Carelli, V.,
Sanati, M. H., Houshmand, M., Hatina, J., MacAulay, V., Pereira, L., Woodward, S.
R., Davies, W., Gamble, C., Baird, D., Semino, O., Villems, R., Torroni, A.,
Richards, M. B., 2012. Mitochondrial DNA Signals of Late Glacial Recolonization
of Europe from Near Eastern Refugia. The American journal of human genetics, 90,
s. 915-924.


http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-2
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-3
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-4
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-5
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-6
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-7
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-8
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-9
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-10
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-11
http://www.nature.com/ncomms/2015/150113/ncomms7029/full/ncomms7029.html#auth-12

64

Parks, M., Subramanian, S., Baroni, C., Salvatore, M. C., Zhang, G., Millar, C. D.,
Lambert, D. M., 2015. Ancient population genomics and the study of evolution.
Philosophical transactions of the royal society B, 370(20130381).

Peker, M., 2013. A double bone comb from Karamattepe, the Nif Mountain excavation.
Oxford journal of archeology, 32(2), s. 147-161.

Pennisi, E., 2010. Synthetic Genome Brings New Life to Bacterium. Science, 21 05, s.
958-959.

Rajan, K. S., 2012. Biyokapital genom-sonras: hayatin kurulusu. 1 b. Istanbul: Metis
Yayincilik.

Rasmussen, M., Li, Y., Lindgreen, S., Pedersen, J. S., Albrechtsen, A., Moltke, 1.,
Metspalu, M., Metspalu, E., Kivisild, T., Gupta, R., Bertalan, M., Nielsen, K.,
Gilbert, M. T. P., Wang, Y., Raghavan, M., Campos, P. F., Kamp, H. M., Wilson, A.
S., Gledhill, A., Tridico, S., Bunce, M., Lorenzen, E. D., Binladen, J., Guo, X., Zhao,
J., Zhang, X., Zhang, H., Li, Z., Chen, M., Orlando, L., Kristiansen, K., Bak, M.,
Tommerup, N., Bendixen, C., Pierre, T. L., Grennow, B., Meldgaard, M., Andreasen,
C., Fedorova, S. A., Osipova, L. P., Higham, T. F., Ramsey, C. B., Hansen, T. V.,
Nielsen, F. C., Crawford, M. H., Brunak, S., Sicheritz-Pontén, T., Villems, R.,
Nielsen, R., Krogh, A., Wang, J., Willerslev, E., 2010. Ancient human genome
sequence of an extinct Palaeo-Eskimo. Nature, 463, s. 757-762.

Reich, D., Green, R. E., Kircher, M., Krause, J., Patterson, N., Durand, E. Y., Viola, B.,
Briggs, A. W., Stenzel, U., Johnson, P. L. F., Maricic, T., Good, J. M., Marques-
Bonet, T., Alkan, C., Fu, Q., Mallick, S., Li, H., Meyer, M., Eichler, E. E., Stoneking,
M., Richards, M., Talamo, S., Shunkov, M. V., Derevianko, A. P., Hublin, J. J.,
Kelso, J., Slatkin, M., Paébo, S., 2010. Genetic history of an archaic hominin group
from Denisova Cave in Siberia. Nature, 468, s. 1053-1060.

Reich, D., Patterson, N., Kircher, M., Delfin, F., Nandineni, M. R., Pugach, I., Ko, A. M.
S., Ko, Y. C., Jinam, T. A, Phipps, M. E., Saitou, N., Wollstein, A., Kayser, M.,
Pdébo, S., Stoneking, M., 2011. Denisova admixture and the fisrt modern human
dispersals into Southeast Asia and Oceania. The American journal of human genetics,
89, s.516-528.

Richards, M. B., Macaulay, V. A., Bandelt, H. J. ve Sykes, B. C., 1998. Phylogeography
of mitochondrial DNA in western Europe. Annals of human genetics, 62(3), s. 241-
260.

Ridley, M., 2007. Genom: Bir tiiriin yirmi ii¢c bolimliik otobiyografisi. 1 b. Istanbul:
Bogazi¢i Universitesi Yayinlari.

Rohland, N. ve Hofreiter, M., 2007. Comparison and optimization of ancient DNA
extraction. Biotechniques, 42, s. 343-352.

Rollo, F., Ubaldi, M., Ermini, L., Marota, 1., 2002. Otzi's last meals: DNA analysis of the
intestinal content of the Neolithic glacier mummy from the Alps. Proceedings of the
national academy of sciences, 99(20), s. 12594-12599.



65

Ruiz-Pesini, E., Lott, M. T., Procaccio, V., Poole, J. C., Brandon, M. C., Mishmar, D.,
Yi, C., Kreuziger, J., Baldi, P., Wallace, D. C., 2007. An enhanced MITOMAP with
a global mtDNA mutational phylogeny. Nucleic acids research, 35, s. 823-828.

Shapiro, B., 2013. Ancient DNA. In: J. B. Losos, b. The Princeton guide to evolution.
Princeton University Press, s. 475-481.

Shapiro, B. ve Hofreiter, M., 2012. Ancient DNA methods and protocols. Londra:
Springer.

Shapiro, B. ve Hofreiter, M., 2014. A Paleogenomic Perspective on Evolution and Gene
Function: New Insights from Ancient DNA. Science, 343.

Somel, M., 2003. Anadolu kékenli arkeolojik bugday (Triticum l.) tohumlarindan elde
edilen DNA 'min karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi: ODTU.

Stoneking, M. ve Soodyall, H., 1996. Human Evolution and the Mitochondrial Genome.
Current opinion in genetics and devolopment, 6, s. 731-736.

Templeton, A. R., Routman, E. ve Phillips, C. A., 1995. Separating population structure
from population history: a cladistic analysis of the geographical distribution of
mitochondrial DNA haplotypes in the tiger salamander, Ambystoma tigrinum.
Genetics , 140(2), s. 767-782.

Torroni, A., Huoponen, K., Francalacci, P., Petrozzi, M., Morelli, L., Scozzari, R., Obinu,
D., Savontaus, M. L., Wallace, D. C., 1996. Classification of European mtDNAS
From an Analysis of Three European Populations. Genetics, 144, s. 1835-1850.

Torroni, A., Schurr, T. G. ve Yang, C.-C., 1992. Native American Mitochondrial DNA
Analysis Indicates That the Amerind and The Nadene Populations were Founded by
Two Indipendent Migrations. Genetics, s. 153-162.

Torroni, A., Achilli, A., Macaulay, V., Richards, M., Bandelt, H. J., 2006. Harvesting the
fruit of the human mtDNA tree. Trends in genetics, 22(6), s. 339-345.

Tulunay, E. T., 2012. Smyrna (Izmir) Yakinlarinda bircok Kiiltiirii barmdiran dag: Nif
(Olympos). Colloquium anatolicum, XI, s. 81-99.

van Holst Pellekaan, S. M., Ingman, M., Roberts-Thomson, J., Harding, R. M., 2006.
Mitochondrial genomics identifies major haplogroups in Aboriginal Australians.
American journal of physical anthropology, 131(2), s. 282-294.

van Oven, M., 2014. Phylotree. [Cevrimigi] http://www.phylotree.org/tree/main.htm
[12.02.2015 tarihinde erisildi].

van Oven, M. ve Kayser, M., 2008. Updated comprehensive phylogenetic tree of global
human mitochondrial DNA variation. Human mutation, 29(1039), s. 386-394.

Watson, J. D. ve Crick, F. H. C., 1953. Molecular structure of nucleic acids. Nature, 171,
s. 737-738.


http://www.phylotree.org/tree/main.htm

66

White, T. D., Black, M. T. ve Folkens, P. A., 2012. Human osteology. 3. b. San Diego:
Academic Press.

Wurmb, N., Meissner, D. ve Wegener, R., 2001. Influence of cyanoacrylate on the
efficiency of forensic PCRs. Forensic science international, 124, s. 11-16.



67

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi Nefize Ezgi ALTINISIK
Uyrugu TC

Dogum tarihi, Yeri | 16.12.1989 — Bursa

Telefon 05075376576
E-mail ezgialtinisik@gmail.com

Egitim
Derece Kurum/Anabilim Dali/Program Yih
Lisans I.U. Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii | 2011
Lise Bursa Cumhuriyet Lisesi (YDA) 2007



mailto:ezgialtinisik@gmail.com



