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Son yillarda antik DNA caligsmalari ile metagenomik ¢aligmalari birbirine destek sunacak
ve yeni bilimsel sorulara cevap bulacak nitelikte birlikte kullanilmaktadir. Bu tez
caligmasinda Kibyra antik kentine ait kilise etrafinda bulunan mezarlardan arkeolojik
kazilar sonucunda elde edilen iskeletlerin herhangi bir patojen etmeni icerip igermedigi
bakilmistir.

Kullanilan metodolojik yaklasimda optimize edilen silika membran kitler ile aDNA
izolasyonu gerceklestirilmis. aDNA izolasyonu ardindan spektrofotometrik Olciim ile
orneklerin DNA igerikleri kontrol edilmis ve kiitiiphane hazirliklarina baglanmistir. Bu
metodolojik adimlardan sonra da metagenomik analizlerin en iyi bigimde ¢alisilmasina
izin veren ve calismanin da amacina uygun olan 16S rRNA genine ait V3-V4 gen
bolgeleri ¢alisilmistir.

Orneklem grubunda 9 makrolojik taramadan sonra 7 ornekte DNA izolasyonu
yapilmistir. Se¢ilmis olan bu 7 Ornekten de 4 tanesini Illumina sekans platformuna
gondermis ve 4 Ornekten de sekanslama verileri elde edilmistir. Her bir 6rnek igin
metagenomik analizler ile mikroorganizma profilleri ve birbirlerine gére mikroorganizma
profilleri ¢ikartilmistir.

Sonug olarak elde edilen verilerde her bir mikroorganizmanin metagenomik profil
cesitliliginin benzer ancak mikroorganizma gruplarmin dagilim oranlarinda farkliliklar
gozlemlenmistir. Bu farkliliklara bakildiginda da dis 6rneklemine ait 6rnekte filogenetik

agac, alfa cesitlilik ve beta cesitlilik gibi analizler uygulandiginda dis grup olarak



davrandig1 gozlemlenmistir. Mikroorganizma c¢esitliligine bakildiginda da orneklere ait
herhangi bir paleopatoloji etmeni olan sinyal goriilmemistir.

Yiirtitiilen bu tez ¢alismasinda Kibyra antik kentinden arkeolojk kazilarla elde edilen
orneklerin 6li gomme geleneklerinde goriilen donemsel farkliligina, antik DNA
caligmalar1 ve metagenomik caligsmalar1 yaklagimi ile bakildiginda bir patolojik etmene
rastlanmadig1 goriilmektedir. Bu calismaya ek olarak ileri ¢alismalarinda 6rneklem
sayisinin artirilmast ve yine metagenomik analizlerin uygulauyarak ve tiir diizeyinde
aragtirmalar1 yapabilmek i¢in de tiim genom shotgun dizileme platformlarint segmek
bizlere daha detayl1 sonuglar verebilir. Ayn1 zamanda da shotgun dizileme ile tiim genom

profili ¢ikartilabilir ve cagdasi olan diger antik 6rneklemler ile de karsilastirilabilir.

Anahtar Kelimeler: antik DNA, metagenomik, paleopatoloji, genetik, Kibyra antik
sehri, 16S rRNA
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PALEOPATHOLOGY FACTOR IN THE ANCIENT
POPULATION OF KIBYRA BY ARCHAEOGENOMIC ANALYSIS

Sevgi YORULMAZ

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice MERGEN
April 2024, 61 pages

In recent years, studies of ancient DNA and metagenomics have been used together to
support each other and find answers to new scientific questions. In this thesis, we
examined whether the skeletons obtained from the graves found around the church in the
ancient city of Kibyra contained any pathogenic agents. We used optimized silica
membrane kits for aDNA isolation. After aDNA isolation, we checked the DNA content
of the samples with spectrophotometric measurement and started library preparations.
Following these methodological steps, the V3-V4 gene regions of the 16S rRNA gene,
which allow for the best possible metagenomic analysis and are also in line with the
purpose of the study, were studied. After macroscopic examination of the sample group,
DNA isolation was performed on 7 samples. We sent 4 of these 7 selected samples to the
[llumina sequencing platform, and obtained sequencing data from 4 samples. For each
sample, microbial profiles and microbial profiles relative to each other were extracted
using metagenomic analyses.

As a result, the data obtained showed that the metagenomic profile diversity of each
microorganism was similar, but differences were observed in the distribution rates of the
microorganism groups. When looking at these differences, it was observed that the dental

sample acted as an outgroup when analyzes such as phylogenetic tree, alpha diversity and
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beta diversity were applied. When the microorganism diversity was examined, no
paleopathological signals were seen in the samples.

In this thesis study, when the periodic differences seen in the burial traditions of the
samples obtained from archaeological excavations from the ancient city of Kibyra are
examined with the approach of ancient DNA studies and metagenomic studies, it is seen
that no pathological factor is found. In addition to this study, increasing the number of
samples in further studies and applying metagenomic analyzes and choosing whole
genome shotgun sequencing platforms to conduct species-level research may give us
more detailed results. At the same time, the entire genome can be profiled by shotgun

sequencing and compared with other contemporary ancient samples.

Keywords: ancient DNA, metagenomics, paleopathology, genetics, ancient city of

Kibyra, 16S rRNA
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1. GIRIS

Insan odakli olan antik DNA (aDNA) ¢aligmalarinda biyolojik antropolojinin alt dali olan
molekiiler genetik ve molekiiler antropoloji bilim dallarinin multidisipliner ¢aligmalari
ortaklik gostermektedir [1,2]. Biyolojik antropolojinin dort alt dalindan biri olan
biyoarkeoloji de arkeolojik insan topluluklarinin demografik yapisini, beslenme ve saglik
durumlarini aragtirmaktadir [3,4]. Bunun yani sira, molekiiler veriler 1s18inda ve gelisen
teknoloji ile birlikte son yillarda antik DNA calismalarinda cesitlilik ve ivmeli bir atig
goriilmektedir. Bu ¢esitlilikler; eski insanlara ait organik kalintilarinin (kemik ve dis gibi)
biyolojik cinsiyetlerinin belirlenmesine, fenotipik 06zelliklerin genomik verilere
dayanarak yeniden bi¢imlendirilmesine (facial reconstruction), beslenme modellerinin
ortaya ¢ikartilmasina ve enfeksiyonel ve/veya metabolik hastaliklarin tespitine olanak
sunmaktadir [5, 6, 7, 8, 9].

Iskeletler iizerinde yapilan morfolojik incelemelerin dtesinde giiniimiiz molekiiler
caligmalar1 ile paleopatoloji ¢aligmalarina yer verilmektedir. Makro incelemelerin
otesinde mikro diizeyde incelemeler ve molekiiler ¢aligmalarin yer almasi ile metabolik
ve enfeksiyonel hastaliklarin neyden kaynaklandiginin tespiti de yapilabilmektedir.
Kemik doku iizerinde gézlemlenen deformasyonun metabolik bir hastalik kaynakli m1
yahut enfeksiyon kaynakli mi olabilecegi yapilan paleopatolojik incelemeler ile
ayristirilabilmektedir. Bu ¢aligmalardaki en biiyiik 6nem ge¢miste yasamis topluluklarin
hastalik endikasyonlarini ve hastaliklarin prevalansinit anlamaktir. Kemik doku tizerinde
olusan deformasyonun sifilis ve frengi gibi enfeksiyonel hastaliklarda benzer olmasi
gecmisi yorumlamamizda c¢ok dogru sonuglar ortaya koymamaktadir. Morfolojik
deformasyondaki kaynagin sebebini ayirabilmek icin paleomikobiyoloji caligmalari
giintimiizde giderek artis gostermektedir [10].

Son yillarda artan bir ivme ile ¢aligsmalarini siirdiiren paleomikrobiyoloji alani, eski insan
topluluklarindaki organik kalintilardan (patojen kemik ve dis, koprolit, mumya dokular1
ve sa¢ vb), mikroorganizmalarin tespiti ve teshisiyle mikroorganizmalarin evrimsel
siregleri ve insan ile olan ortak yasamlarinin anlasilmasmna imkan sunar.
Paleomikrobiyoloji, arkeolojik ve antropolojik olarak ortaya konan hipotezleri molekiiler
biyolojinin bilimsel calismalariyla kanitli verilerle desteklemektedir. Bu kanitlari
metagenomik ¢aligmalar ile birlikte sunmaktadir [11].

Metagenomik, mikroorganizmaca zengin olan Orneklerin kiiltiirleme tekniginin

yapilmasina  ihtiyagc duymadan dogrudan  Ornekten alinarak igerigindeki
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mikroorganizmalarin DNA’larinin saflagtirilmasi ve yeni nesil dizileme tekniklerinin
kullanilmas: ile genomik analizlerinin yapilmasidir. Metagenomik analizler sonucunda
elde edilen 6rnegin metagenomik kiitiiphaneleri, 6rnege ait tiim mikroorganizmalarin
genomik igerigini ifade etmektedir. Temsil edilen bu icerik; gen fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi, korunmus protein fonksiyonlarinin  belirlenmesi, spesifik
mikroorganizma tespiti, gruba 6zgili gen fonksiyonlariin bulunmasi ve mikroorganizma
cesitliligini belirlemede kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda Kibyra antik kentinden elde edilen insan iskelet ve dis kalintilarinin
aDNA izolasyonu ve metagenomik analizi yapilmistir. Bu ¢alismadaki metagenomik
analizler sonucunda elde edilen veriler arkeolojik kalintilarin herhangi bir enfeksiyonel

hastaliga sahip olup olmadiginin teshisinde degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antik DNA (aDNA)

Antik DNA c¢alismalarinda eski insan popiilasyonlarina ait kemik, dis, koprolit, mumya,
sa¢c ve yerlesimdeki mutfak, depo ve ¢op alanlarindan ele gecirilen hayvan ve bitki
kalintilar1 6rneklemler olarak yer almaktadir. Molekiiler veriler 1s1¢inda yapilan
caligmalarda eski insan topluluklarina yapilan antik DNA ¢aligmalar1 son yillarda hizla
artis gostermekte ve calismalarin amacglarina gore metot ve analizlerde farkliliklar
goriilmektedir. Eski insan drneklerinden DNA izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) teknolojisinin 1983 yilinda gelisim gdstermesiyle énem kazanmistir (7). ilk
caligmalar ozellikle anasoylu ve babasoylu haplogruplar1 belirlemeye yonelik olarak
mtDNA, Y kromozom ve ¢ekirdek DNA dizi ¢alismalar seklindedir. Bu ¢alismalar ile
eski insan topluluklarinin biyolojik uzakliklari, akrabalik ¢aligmalar1 ve bireylerin genetik
ozelliklerini anlamak hedeflenmistir [12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20]. Gorece daha yakin
olan c¢alisma alanlarinda gelisen molekiiler teknikler ve dizileme teknolojisi ile
metagenomik ¢aligmalarda da artig goriilmektedir. Metagenomik alaninda yapilan
caligmalar kemik, dis ve sediman Orneklem gruplar ile gergeklestirilmektedir [21].
Kemik ve dis Orneklerinden yapilan caligmalar enfeksiyonel ve/veya metabolizma
hastaliklar1 hakkinda fikir sunmaktadir. Iskeletler iizerinde izler birakan bazi enfeksiyonel
hastaliklar ve metabolik hastaliklar s6z konusu olsa da enfeksiyonel hastaligin ve
metabolik hastaligin bulundugu evre ile 6lim zamani arasindaki silirenin de goz ardi
edilemeyecek kadar 6nemi vardir. Bu zamansal 6nem ile kemik iizerine yansiyacak olan
patolojik izlerin gozle goriilebilir olmasi ve patojen etmeninin tespit edilebilmesi

acgisindan 6nem arz etmektedir [22].

2.1.1.Antik DNA Calismalarinda Kullanilan Biyoarkeolojik Materyaller

Biyoarkeolojik materyaller olarak; kemik, dis, koprolit, korunmus yumusak doku
(mumya, deri, kil), dis tasi, hayvan dokulari, bitki tohum ve polenleri aDNA
caligmalarinda kullanilmaktadir.

Mumya Ornekleri genellikle miize materyalleri olarak korundugu i¢in aDNA

caligmalarinda ¢ok kullanilabilen 6rnekler degildir. Bunun yani sira koprolit 6rnekleri de



kazilarda ¢ok fazla rastlanilan ve antik DNA ¢aligmalarina tabii tutulan bir 6rneklem
grubu degildir. Bunlarin aksine hayvan kemik ve dis kalintilari, bitki tohumlar1 kazilarda
elde edilen ve antik DNA c¢alismalarinda sikc¢a kullanilan biyoarkeolojik mayteryaller
arasinda yer almaktadir.

Biyoarkeolojik materyal olarak dis ¢ok rastlanilan ve sayica daha fazla olan bir
materyaldir. Kontaminasyon riski kemiklere nazaran daha az diizeydedir. Buna etken olan
durum diglerin ¢ene icerisinde gomiilii olma ve kok uglarinin kapali olmasi ile birlikte
mine tabakasiin dayanikliligindan da kaynaklanmaktadir [23, 24]. Disler genel olarak
iki temel yapidan olugmaktadir; ta¢ ve kok. Bu iki temel yapida; mine, dentin, sement,
pulpa olmak iizere 4 doku tipi yer almaktadir. Bu dokulardan mine en sert doku
tabakasidir ve % 97 oraninda inorganik madde ve hidroksiapatit igermektedir. Bu kadar
yiiksek oranda inorganik madde igermesiyle de DNA korunumunu artirmaktadir. Dig
dokular1 arasinda ikinci sert doku ise dentin tabakasidir ve gérece mine tabakasindan
yumusak, kemik dokudan daha sert bir dokudur. Dentin tabakasina bu sertligini % 75
oraninda kalsiyum fosfat ve %18 oraninda kollajen saglamaktadir. Diger bir doku olan ve
disin kok kismini kaplayan sement tabakas1 da ¢ok ince bir tabakadir. Son olarak da pulpa
(dis 0zli) tabakasi igerisinde kan damarlari ve sinirlerin bulundugu yumusak bir dokudur
ve aDNA ¢alismalar1 a¢isindan en korunakli bolge olarak ¢alismalarda sec¢ilmektedir [25,
26]. Ancak dikkat edilmesi gereken bir husus vardir, kok kanallar1 agik olan ve aginan
dislerin kontaminasyona daha acik olabilecegi goz onilinde bulundurulmalidir ve patoloji

caligmalar1 yapilmadig siirece ¢iiriik disler tercih edilmemelidir [27].

Kemik, arkeolojik kazilarda elde edilme orani en yiiksek olan biyoarkeolojik materyaldir.
Ayrica aDNA c¢aligmalarinda izolasyon ve amplifikasyon basarisi pozitif yonde verimlilik
gosteren materyaldir [28, 29]. Yumusak dokulara kiyasla kemik dokudan daha yiiksek
oranda DNA elde edildigi Tuross (1994) yaptig1 ¢alisma ile gdstermistir/desteklemistir
[30]. Ustelik son 10 yil igerisinde yapilan antik DNA calismalari da pars petrosa
(timpanik kemik) gibi spesifik kemik dokularinin korunakli olmast ve aDNA eldesi

iceriginden ¢ok daha verimli oldugunu gostermistir [31, 32].

Kompakt kemiklere oranla siingerimsi kemiklerde aDNA eldesi daha yiiksek olsa da
siingerimsi kemik dokunun kompakt kemik dokuya nazaran dis faktorlere daha acik
olmas1 ve degradasyonunun yliksek oranda olmasi yapilan ¢alismalar ile agiklanmigtir

[29, 33]. Kontaminasyon oranimnin yiliksek olmasi sebebiyle tercih edilmese de



O’Rourke’nin 2000 yilinda yaptig1 caligmada siingerimsi kemik kategorisinde olan
kaburganin tercih edilmesi Onerilmektedir [27]. Kaburgalarin tercih edilme sebepleri
arasinda bireyde sayica fazla olmasi, antropolojik ve miize drneklemlerinde iist diizey bir
oneme sahip olmamasi, morfolojik ve paleopatolojik olarak yas ve hastalik etmenlerinin
belirlenmesinde 6nem arz etmeleri yer almaktadir.

Kontaminasyon aDNA ¢aligmalarinin en biiyiik sorunsallar1 arasinda yer almaktadir.
Bunun sebebi bulunan orneklerin toprakta gecirdigi siire¢, baska organizma ve
mikroorganizmalarla etkilesmenin yani sira ¢evresel faktor olan sicaklik, pH, su ve
mekanik hasarlara ac¢ik halde bulunuyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Kemik
orneklerinin korunumu makroskobik diizeyde 6nemli oldugu kadar aDNA eldesi i¢in de
onem arz etmektedir [34]. Bir diger calismada da 6rneklerin yast ve antik DNA eldesinin
dogrudan bir iligkisinin olmadig1, lakin saklama kosullar1 ile antik DNA eldesi arasinda
onemli bir iligki oldugu gosterilmistir [35].

Ayni1 ortamda saklama kosullarina sahip olan biyoarkeolojik kalintilarda diger 6nemli bir
kriter de goémii igerisinde yer alan gomii hediyeleri ve gémii bigimleridir. Iskeletin yani
basinda bulunan ¢omlek ve kireg tasi gibi maddeler kemiklerde apatiti korudugu gibi su
alan magara veya lahit icerisinde gomiilii olan iskeletlerin suya olan temaslar1 arttiginda
kemiklerin apatit yapist bozulmaktadir. Bunun yani sira 6lii gdmme hediyeleri igerisinde
metal icerikli malzemelerin olmasi bakir, ¢inko, kursun vb. gibi ¢evresel etmen olarak
mikroorganizmalarin gelismesine ve iiremeleri i¢in uygun ortam saglamayacagindan
kemikler mikroorganizma degradasyonundan korunmaktadir [36].

Patolojik izler tasiyan kemik ve dis ornekleri aDNA calismalarinda 6nemli bir kriter
olarak degerlendirilmektedir. Bu tiir patoloji iceren kemik ve dis orneklerine ¢ok sik
rastlanmamakla birlikte rastlandig1 zaman arkeolojik topluluk hakkinda sorulara cevaplar
sunabilmektedir. Onemli parcalar olarak nitelendirilen bu érnekler molekiiler ¢alismalar
ile aDNA verileri elde edilir. Genetik analizler yapilirken nadir olan bu pargalar i¢in en
iyl metotlar se¢ilmeli ve dogru degerlendirmeler i¢in patoloji izlerinin oldugu bdlgeler

caligilmalidir.



2.2. Paleopatoloji

Patolojinin kelime anlami, hastalik (pathos) bilgisidir (logos). Patoloji bilim dali
hastaliklar1 ve hastalarda bunlara eslik ederek belirti ve semptomlar1 meydana getiren
degisikliklerin nedenlerini arastirir. Patolojiyi anlamak i¢in iki Onemli terim yer
almaktadir. Bunlardan ilki etiyolojidir. Hastaligin kdkenini belirleyen etiyoloji, arka
plandaki sebepleri ve degisime yol agan unsurlari igerir. ikinci terim ise hastaligin
gelisimine yol acan siiregleri tanimlayan patogenezdir. Patogenez, hastaligin olusumunu
etkileyen etiyolojik faktdrlerin ve molekiiler degisikliklerin etkilerini agiklar. Ozgiil
islevsel ve yapisal anormallikleri tetikleyen siiregleri ifade eder. Etiyoloji hastaligin
nedenini agiklarken, patogenez gelisim siirecini agiklar [10]. Paleopatoloji terimi ise eski
Misir mumyalarini inceleyen Ruffer tarafindan ilk kez 1910 yilinda kullanilmistir [37].
Patolojinin c¢aligma alani canli bireyler iizerinde iken, paleopatolojinin calistigi alan
arkeolojik insan kalintilaridir [37].

Paleopatoloji, biyoarkeolojsk materyaller (kemik, mumya ve dis) lizerinde makroskobik
olarak goriilebilen lezyonlar1 ve radyolojik incelemeleri olan bir bilim dalidir. Kemikte
patolojik izler birakan hastaliklara hangi faktorlerin etki ettigi, nasil yayilim gosterdigi
(lokal yayilim, genel yayilim vb gibi) ve iskelet iizerinde ne gibi etkiler biraktigini
inceleyen paleopatolojinin ¢aligma alanidir. Patolojik izler ile bireyin saglig1 ve toplumsal
yapt icerisindeki genel saglik profilleri hakkinda fikirler edinilmektedir [38].

Patolojik izler makroskobik ve radyolojik olarak incelenebildigi kadar ayni zamanda
farkli etmenlerin de benzer izler olusturdugu g6z oOniinde bulundurulmalidir. Bu gibi
durumlarda molekiiler veriler 1s18inda daha derinlemesine incelemeler yapilmakta ve
patojen etmeninin asil faktorii tespit edilebilmektedir. Tiim bu calismalarla birlikte
arkeolojik topluluklarin saglik profili, bireylerin 6liim sebepleri, 6lim sebepleri ve 6lii
gobmme geleneklerinin nedenleri (toplu mezarlar ve kiregli mezarlar gibi), beslenme
modelleri ve big¢imleri, ¢evresel ve Kkiiltiirel etkilesimleri hakkinda bizlere bilgiler
vermektedir.

Biyoarkeolojik kalintilar incelenirken kemikler ve dislerde goriilen patolojiler su sekilde

siralanabilir.



2.2.1. Enfeksiyonel Hastaliklar

Su anda, asilar ve antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasima ragmen, enfeksiyon
hastaliklar1 kiiresel saglik alaninda hala biiyiik bir endise kaynagidir. ABD’de 6nde gelen
ilk on 6lim arasinda pndmoni ve septisemi yer almaktadir. Enfeksiyon hastaliklart
yaslilarda AIDS sendromu veya kronik hastaliklari olan yahut immiinsiipresif ila¢
kullananlarda 6zellikle 6nemlidir [10].

Sagliksiz yasam kosullar1 ve malniitrisyon, gelismekte olan iilkelerdeki yogun ve her yil
>10 milyon insan1 6ldiiren enfeksiyon yiikiine katkida bulunmaktadir. Daha da kétii olan,
enfeksiyon hastaliklarindan zarar gorenlerin biiyiik bir ¢ogunlugu, solunum ve ishal
yapan enfeksiyonlar1 olan ¢ocuklarda goriilmektedir [10].

Insanlarda hastalik yapan patojen siniflari; prionlar, viriisler, bakteriler, mantarlar,
protozoonlar ve helmintler seklinde siralanmaktadir. Mikroorganizmalarin bulagsmasi,
enfeksiyonla dogrudan veya dolayli temasla, solunum yolundan ¢ikan damlaciklarla,
fekal-oral yoldan, cinsel yoldan, anneden fetiise yahut yeni dogana vertikal ge¢is seklinde
ya da boceklerle/eklembacakli vektorlerle bulagabilir [10].

Arkeolojik insan kalintilarinda goriilebilen enfeksiyonel hastaliklar kronik olarak
ilerleyenlerdir. Enfeksiyonel hastaligin nedenine gore spesifik yahut non spesifik olarak
iki ayr1 siifta degerlendirilmektedir. Lepra, tliberkiiloz, sifiliz ve frengi gibi hastaliklara
bakteriler yol actig1 i¢in spesifik enfeksiyonel hastaliklar olarak nitelendirilmektedir.
Bakterilerin, viriislerin, parazitlerin ve diger mikroorganizmalarin sebebi ile dolayl

geligen hastaliklar da non spesifik olarak nitelendirilmektedir [10, 38, 39].



Tablo 1: Enfeksiyonel hastaliklarin genel ifadesi

Bakteriyel Mantar enfeksiyonlari Viriise bagh Parazite bagh

enfeksiyonlar enfeksiyonlar enfeksiyonlar
Lepra Coccidioidomycosis — vadi hummasi | Poliomyelitis | Toxoplasmosis
Tiiberkiiloz Candidiasis Rubella Helmint enfeksiyonlar1
Brusella Maduromycosis Influenza Echinococciasis
Veba Blastomycosis Paragonimiasis
Pneumonia Histoplasmosis
Osteomyelitis Cryptococcosis
Periosit Aspergillosis
Treponematosis Sporotrichosis
Lyme hastalig1 Mucormycisis
Aktinomikoz
Ruam
Nocardiosis
Ainhum

2.2.2. Genetik ve Konjenital Hastaliklar

Genetik hastaliklara bagli olarak gelisen durumlar iskeletler iizerinde morfolojik olarak
ayirt edici bir faktor olmamakla birlikte yapilan antik DNA c¢alismalari ve uygun
metodolojilerin kullanimi ile tespit edilebilmektedir. Burada bireyin gen haritasinin
cikartilmasi ve uygun analizlerin yapilmasi ile birlikte genetik hastaliklarin varlig: tespit
edilebilmektedir.

Arkeolojik insan kalintilarinda morfolojik olarak kemige yansiyan konjenital anomaliler
de goriilmektedir. Bu anomaliler dogum esnasinda ve/veya embriyolojik gelisimde
gerceklesen ve bireyin yasami boyunca varligini siirdiiren anomalilerdir. Kalitsal
olduklar kadar gelisim siirecinde etki eden faktorler sonucunda da meydana gelebilirler.
Konjenital hastaliklara 6rnek olarak; sifiliz, toksoplazmoz, sitomegaloviriis (CMV),
kizamik, kabakulak, HIV, rubella, spina bifida, sakralizasyon, sakral agenezi, myolocele,
meningocele, kafatasi anormallikleri, ekstremitelerde aplazi ve hipoplazi, birlesik
vertebra, ayrilmig transvers process, sternumda goriilen cleft-bifid arches, iist ekstremite
bozukluklari, konjenital pelvis bozukluklar1 ve omurganin konjenital bozukluklar1 olarak

verilebilir [10, 40, 39].



2.2.3. Kemik ve Eklem Hastaliklar:

Kemik ve eklem hastaliklar1 osteokondrom ve lipom gibi lokalize, iyi huylu kemik ve
yumusak doku tiimorlerinden, osteoporoz ve osteogenezis imperfakta gibi jeneralize
bozukluklara dek ¢ok sayida hastaligi kapsar [10].
Kemigin ve kikirdagin konjenital hastaliklari; tek ya da grup halinde kemik anormallikleri
disostozlar olarak adlandirilirlar ve kemiklerin olmamasina, sayica fazla olmasina ya da
uygun olmayan sekilde kaynamalarina neden olabilirler; bunlarin bazilart primitif
mezenkimal hiicrelerin gé¢ ve yogunlagsmalarini saglayan homebox genlerindeki
mutasyonlardan kaynaklanirlar. Kemik ve kikirdak organogenezindeki anormallikler
displaziler olarak adlandirilirlar: bunlar ¢esitli sinyal ileti yollarin1 ya da ekstraselliiler
matriks bilesenlerini etkileyen mutasyonlardan kaynaklanirlar. Akondroplazi ve
tanatoforik clicelik biiylime plaklarinda hatali kikirdak sentezine yol agan, yapisal FGFR3
aktivasyonu sonucunda olusur. Osteogenezis imperfekta (kirilgan kemik hastalig) tip 1
kollajenin normal iiretimini engelleyen ve kemiklerin kolay kirilmasina neden olan
frajiliteye yol acan gen mutasyonlarindan kaynaklanir. Osteoptrozis osteoklast iglevini
bozan mutasyonlardan kaynaklanir ve yetersiz kemik yikilmasi (rezorpsiyonu) nedeniyle
yogun yapisal olarak zayif kemiklerle seyreder.

e Kemik ve kikirdagin konjenital hastaliklara; osteogenezis imperfakta,

akondroplazi ve tanatoforik ciicelik, osteopetrozis 6rnek olarak verilebilir.

Kemik kitlesinin ve gelisiminin edimsel hastaliklari; beslanma yetersizlikleri kemik
biitiinltiglinli organik matriksinin niteligini degistirerek (C vitamininin kollajen ¢apraz
baglanmasinda gorev almasi) ya da kemik mineralizasyonunu etkileyerek (D vitamininin
kalsiyum emiliminde gorevli olmasi) bozabilir. Osteoporoz kemik kitlesinin azalmasiyla
olusur ve kemikleri kiriklara yatkin hale getirdiginden dolay1 klinik olarak énemlidir.
Osteoporoz her ne kadar bir¢ok faktore bagli olarak gelisse de, en yaygin iki tipi
osteoplast iglevinde yaslanmaya bagli azalma sonucu olusan senil osteoporoz ve
ostrojenin rolatif yoklugu sonucu artmis osteoklastik aktiviteye bagli gelisen
postmenapozal osteoporozdur. Paget hastaliginin sebebi genetik agidan duyarl bireylerde
paramiksovirilis enfeksiyonu olabilir ve aberran ve asir1 osteokalst aktivitesini izleyen
siddetli, fakat yapisal acidan hatali, osteoblastik kemik iiretimine baglidir. Primer yahut
bobrek yetmezligine bagli sekonder asir1 PTH yapimi (hiperparatiroidizm) kiriklar ve



sekil bozukluklari ile sonuglanan, artmis osteoklast aktivitesine ve kemik yikimina neden
olur [10].

e Kemigin edinsel hastaliklari; osteoporoz, paget hastaligi, ragitizm ve osteomalazi,
hiperparatiroidizm.

e Kiriklar

e Osteonekroz,

e Osteomiyelit; piyojenik osteomiyelit, tiiberkiiloz osteomiyelit.

e Kemik tiimorleri; kemik yapan tiimorler, kikirdak yapan tiimdrler, fibroz ve
fibroossedz tiimorler ve diger kemik tiimorleri, kemik hastaliklaria o6rnek
verilebilir.

Kemiklerin iskelet sistemi iizerinde hareketini saglayan ndral baglantilarin yani sira
eklem baglantilar1 da 6nem arz etmektedir. Eklem hastaliklar1 kapsamli bir hastalik
grubudur.  Osteoartrit (dejeneratif eklem hastaligl) en yaygin eklem hastaligidir;
matriksin yikiminin sentezlenenden daha fazla oldugu primer dejeneratif eklem
hastaligidir. Ikincil olarak da enflamasyona yol acar. Ilerleyen yas disinda, vakalarin
bliylikk ¢ogunlugunda bir tetikleyici olay olmadan baslamaktadir. Enflamasyon
destekleyici stokinlerin yerel iiretimi ve diger mediatdrler (IL-1, TNF, nitrik oksit) eklem
dejenerasyonunun ilerlemesine katkida bulunabilir. Romatoid artrit temelde eklemleri,
ozellikle de kiiclik eklemleri tutan bir kronik inflamatuar hastaliktir, ancak birden fazla
dokuya tutunum gosterebilir. Gut ve yalanci gut dolasimda artmis olan iirik asit ya da
kalsiyum pirofosfat diizeyleri eklem boslugunda kristal birikimine yol agabilmektedir.
Olusan iltihab1 hiicre toplanmas1 ve aktivasyonu kikirdak yikimi fibrozis ve artrite yol
acar. Eklem boslugunun dogrudan enfeksiyonuna yani siipiiratif artrit ya da sistemik
enfeksiyonlarla ¢apraz reaksiyon veren bagisiklik yanitina bagli olarak (baz1 Lyme artriti
gibi) eklem inflamasyonu ve zedelenmesi olusabilir [10].

e Artrit; osteoartrit, romatoid artrit, juvenil romatoid artrit, seronegatif
spondiloartropatiler, gut, yalanci gut, enfeksiyoz artrit, schmorl nodiilleri,
travmatik artrit.

e Eklem tiimorleri ve tiimdr benzeri lezyonlari; gangliyon ve sinovya Kkistleri,
tenosinoviyal dev hiicreli timor

Eklem hastaliklarina 6rnek olarak verilebilir [10, 40, 39].
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2.2.4. Travmalar

Kemik ve eklem hastaliklarinin diger bir boyutu ise travmalarda gozlemlenen
deformasyonlar ve kiriklar seklinde goriilmektedir. Kemiklere ve eklemlere uygulanan
kuvvetin siddetinin degisimi ile doku iizerinde hasar meydana gelmektedir ve bu hasar
hiicresel gelisimde kendisini yeniden diizenleyerek ve bu diizenleme ile tamir siirecinin
basladig1 bilinmektedir [37]. Kemiklerde 6liim oncesi gergeklesen travmalar kisinin
yasami siirecinde meydana gelen ve iyilesme izlerini gosteren kiriklar seklinde
tanimlanabilmektedir. Bu tiir travmalara ante- mortem travmalar olarak isimlendirilir ve
iyilesmeye bagli olarak osteojenik goriilen izlere rastlanir [37]. Bu izler iyilesmenin
baslladig1 ama tamamlanmadig1 kirik yahut kafatas1 travmalarinda da goriilebildigi gibi
oliim sebeplerini anlamlandirmakta da bizlere ip uglari vermektedir. Travmalar kisaca;
kiriklar, kesici -delici alet yaralanmalari, ¢ikiklar, atesli silah yaralanmalari, trepanasyon,

ampiitasyon, dekapitasyon, scalping ve kiiltiirel deformasyonlar olarak siralanmaktadir.

2.2.5. Paleopatolojik Bir Ornek Olarak Tiiberkiiloz

Tiiberkiiloz bir kronik enfeksiyon hastaliktir. Tiiberkiilozun insanlik tarihi kadar eski bir
geemisi vardir. Veremin insana ilk bulagsma yolunun sigirlart evcillestirmenin sonucunda
sigirlarda bulunan M. bovis tiirliniin siit tiiketimi ile gectigi de ileri siiriilmektedir. [41].
Santos’a (2015) da sadece siit tiiketimi ile degil Neolitik Donemde sigirlarla ayni ortami
paylasan insanlarin, sigir eti ve siit tiiketiminin yani sira solunan havadan da
mikobakterilerin insana ge¢mis olabilecegi hipotezini 6ne siiriiyor [42]. Tiiberkiiloz gibi
diger enfeksiyonel hastaliklar da kemikte izler birakabilir. Hatta bu izler farklh
hastaliklarda bile benzer tip deformasyonlara sebep olabildigi gibi ayni izler de
birakabilir.

Etken olan mikroorganizmanin solunmasi ya da yutulmasi sonucunda enfekte olan
bireyde akciger tutulumlu baslayan tiiberkiiloz ilerledigi zaman kemikler iizerinde etkili
olmaya baglar. Tiiberkiiloz osteomylitinde ilk kavite hizla gelisen ve kortikal dokuyu
bozan kazedz graniilomlar: igerir. Kemikteki tiiberkiiloz baslangici hematojen yayilimla
oldugu i¢in vertebra tiiberkiillozu daha yaygindir. Eklem bogluklarindan ayirimla
gerceklesir. Uzun kemikler ve omurga (pott hastaligil) en dnemli yerlesim yerleridir.
Tiiberkiiloz osteomiyeliti omurgada ciddi hasarlara neden olur ve omur diziliminde

bozukluklara bagli olarak deformasyonlara yol acar (kifoz ve skolyoz Ornektir). Sekil
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1’de gosterildigi gibi toraks 7-8 ve birinci bel omurundaki bozunum 52 yasinda (1948
yil1) bir kadina aittir. Bu olguda vertebralarin genel dizilimi bozulmus ve artrit olusarak
tek bir omurdaki genel yapida seklini kaybetmistir. Osteoartikiiler tiiberkiiloz primer
olarak enfekte olmus bir bolgeden hematolojik yayilimla gergeklestiginden eklem
bolgelerine yerlesim daha fazla goriilmektedir. Sekil 2’de oldugu gibi eklem bolgesine
tutulum gosteren iskelet tiiberkiilozu 6rnegi yer almaktadir. Sadece femur basini
etkilemekle kalmamis ayni zamanda pelviste asetabulumu da etkilemistir. Kemik
tiiberkiilozlari, kisinin yagaminda ¢ok fazla ac1 vermesinin ve hareketini engellemesinin
yant sira arkeolojik buluntular sonunda ele gegen iskeletlerin boyunu belirlemede de
(6zellikle de fizyolojik boy) problem olusturmaktadir. Sekil 3’te oldugu gibi, bu problem
kemigin epifiz bolgelerindeki sekil bozulmalar1 ve diafiz bolgelerindeki egilmelerden
dolay1 oldugu i¢in fizyolojik dl¢iimlerin sonuglarini dogru elde edemeyiz [41]. Verem
diinyada ve birlesik krallikta 2000’li yillarin basinda azalsa da o donemlerde yash
kisilerde ve Asya gd¢cmenlerinde goriilmekteymis [43].

Macaristan’da yapilan ¢alismada 2. ve 18. yiizyila ait ¢ok fazla sayida osteoarkeolojikal
ornek bulunmus ve bu orneklerinde biiyiikk ¢ogunlugunda verem oldugu molekiiler
testlerle de desteklenmistir. Arkeolojik buluntularla ge¢miste fazla oldugu bilinirken
glinimlizde nadir olarak rastlanilmaktadir [44]. Giliniimiizde nadir olarak
karsilagilmasinin sebebi olarak tedavinin ¢esitlenmesi ve Sanayi Devrimi donemindeki

kadar kotli yasam kosullarinin olmamasi ileri siiriilebilir [45].

Sekil 1: 52 yasinda bir kadina ait pott hastaligi [41].
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Sekil 2: Bir yetigkine ait femur bas tiiberkiilozu a) anterior goriiniim, b) medial goriiniim

[41].

Sekil 3: Tiiberkiilozlu olan kemiklerin boyunda azalma s6z konusudur (a, sagda) ve eklem

tiiberkiilozun ileri derece bozunumu (b, solda) [41].

Daha once de belirtildigi gibi kemiklerdeki bu degisimlere sadece tiiberkiiloz etkeni yol
acmaz. Diger enfeksiyonel hastaliklarda benzer patolojik durumlara sebep olabilir. Bu

nedenle patolojik bulgular tizerinde molekiiler ¢aligmalar yapilarak patojenin asil etkeni
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bulunabilir. Colombo ve ark. (2015) yaptig1 calismada buluntularda tiiberkiilozdan
stiphelenilmis ve molekiiler ¢caligmalar ile desteklenildiginde tiim patolojik durumlarda
tiiberkiiloz olmadig1 anlasilmistir [46]. Molekiiler calismalar sadece kemik {izerine
yanstyan hastaliklarin kaynagini bulmakla kalmryor ayn1 zamanda bakterinin de evrimini
calistig1 icin hastaliklarin olasi tarihlemesini vermektedir.

Tiiberkiiloza dair izler, M.O. 4000 ile 2400 yillar1 arasinda Eski Misir'da Firavunlar
donemine dayanan kanitlara sahiptir. Thebes bolgesinde bulunan 85 mumyadan ARB,
PCR VE 1IS6110-RFLP yontemleriyle organik materyallerden ispatlanmis ve
spoligotipleme yontemiyle de sus tespiti yapilmistir. Kdksal’in yapmis oldugu ¢aligmada
o doneme ait kemiklerde pott hastalifina baghh kemik lezyonlarinin olmasi iistelik
arkeolojik kalintilarda da hastalar1 tanimlayan figiirlerin olmas1 o dénemde veremin
yaygin oldugu hakkinda fikir vermistir.amerika’da prekolombian donemde tiiberkiilozun
stkca goriildiigli Peru’da izotop karbon analizleri yapilmis. Analiz sonucunda 1000
yasinda oldugu diisiiniilen kadin mumyanin akciger dokusundaki lezyonda IS6110 ile M.
tuberculosis varlig1 tespit edilmis. Asya’da yiiksek oranda egemen olan M.tuberculosis
Beijing susunun 13. yy. ‘da Mogol istilasiyla yayildigr ileri siiriilmektedir. Ayrica Kuzey
Amerika’ya mikobakterilerin Bering Bogazi’ndan gegen insanlar ve hayvanlarla tagindigi
fikride sunulmaktadir. Asya’daki tiiberkiiloz suslarinin yaklagik 100 bin yil 6nce
Afrika’daki 2. go¢ hareketi ile Asya’ya ulagildig1 ve bakterinin evriminin de bu sekilde
oldugu belirtilmektedir. Sekil 4’de Bejiing susunun populasyon ve cografaya iligkisi
verilmistir.

Donoghue ve ark. (2004) yaptig1 ¢alismada yine eski Misir mumyalart ¢alisilmig ve
mumyalarin kaviteli olan akciger dokularindan alinan aDNA izolasyonu ile tiiberkiiloz
olduklar ispatlanmistir [48]. Konak¢1 ve patojenin birlikte ¢ok uzun zaman birlikte
olmasi tiiberkiiloz ve lepra enfeksiyonlarinin 6liimciil olmasina neden olmustur [49].
Paleopatoloji, arkeolojik olgular ve PCR ile belirlenen patojenlerin aDNA’larini tanimay1
saglar. M. tuberculosis ve M. leprae tiirlerinin hiicre duvarlarinin lipid yapilar1 aDNA’dan
daha karalidir ve gecirgenlikleri kisitli olmasindan dolay1 bu patojenlerin aDNA’larinin
uzun siireli korunmasini saglayan bir avantajdir. aDNA uygulamalarinda spesifik PCR
primerleri kullanilarak kisa fragmentler ve c¢oklu kopya bdlgelerinin seg¢ilmesi
mikobakterlerin genetik bilgisinin ¢ikarilmasimi saglamistir. Elde edilen bu bilgiler
sonucunda lepra ve tiiberkiilloz etkenlerinin birlikte evrildigi ancak tiiberkiilozun
enfeksiyon etkisinin fazla olmasi nedeniyle lepray1 baskiladigi belirtilmistir. Tiiberkiiloz

etkeninin IS6110 bdlgesinin baz ¢iftlerinin sayist bazilari lepra etkeninin baz ¢iftlerinden
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daha fazladir, bu durumda tiiberkiiloz etkeni i¢in avantaj sagliyor olabilecegi belirtilmese
de iki tiiriin birlikte evrimlestigini soyliiyor [48]. Genetik caligmalar tiiberkiiloz ve
lepranin birlikte evrimlestigini agiklamakla kalmiyor biiyiik bir tartisma konusu olan
veremin s1girdan m1 insana insane dan mi sigira gectigi bilmecesini ¢oziiyor. Bu konunun
acikliga varilmasinda mikobakteri tiirleri ve ozellikle de H37Rv susunun ¢ok fala
tekrarlayan gen bolgeleri olan, IS6110 ve IS1532 boélgeleri ¢alisilmistir [47, 51, 52].

Molekiiler ¢aligmalarin sonuglart da gosteriyor ki tuberkiil basilleri ve Mycobacterium
tuberculosis complexi (MTBC)’nin iki farkli gruptan olustugu ve MTBC igerisinde hem
insane hem de si8ir i¢in etken olan mikobakteri tiirleri yer almaktadir. Ancak flogenetik
siiflamada ayni grupta olmalar ikisininde ayni tarihte evrimlestigi anlamina gelmez.
Calismalarin sonucu iki tiir iginde gecerli olan iki mikobakterinin farkli zamanlarda
evrimlestigini ve hatta ilk evrimlesen tiiriin de insan i¢in etken olan Mycobacterium
tuberculosis oldugu sonucunu vermektedir [49, 51, 52]. Peki bu bakterinin evrimlesmesi
insan ile iligkili midir diye bakildiginda Perrin (2015)’in ¢alismasininda bu soru evet
yanitin1 vermektedir. Insanin evrimlesmesinin ‘Out of Africa’ hipotezine dayandirilmasi
ve sadece tek bir noktadan ¢ikigin olmayip birden fazla bolgeden (Avrupa, Hindistan ve
Cin) ¢iksin oldugu goriis tliberkiiloz etkeni i¢cinde sdylenmektedir. Sekil 4’te verilen

haritada bu iki hipotezde gosterilmistir ancak kabul edilen goriis birincisidir [53].
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Sekil 4: M. tuberculosis ’in olas1 go¢ yolu verilmistir [53].

2.3. Paleomikrobiyoloji

Paleomikrobiyoloji, arkeolojik insan kalintilarindaki mikroorganizmalarin tespiti,
karakterizasyonu ve teshisi gibi boyutlariyla ilgilenen bir bilim dalidir. Yapilan aDNA
caligmalar1 ile patojen kemik, dis, mumyalagmis doku, amfora dipleri ve sediman
orneklerinden mikroorganizmalara ait genetik materyallerin korundugu bilinmektedir
[54]. Spigelman ve Lemma’nin 1993 yilinda yapmis oldugu ¢alismada arkeolojik insan
kalintisindan M. tuberculosis DNA’s1 tespit edilmistir. Bu calisma paleopatoloji
caligmalarinin baglangici niteligindedir [55]. Paleopatoloji ¢alismalarindakli hedefler;
antik insan kalintilardan elde edilen mikrobiyal DNA’nin tespiti ve gliniimiiz patojen
etmenleri ile arasindaki genetik iliskiyi anlamak, mikroorganizmalarin evrimsel
stireclerini takip etmek ve insan mikroorganizma arasindaki yasamsal birlikteligi ortaya

cikarmaktir. Bir diger onemli hedefler arasinda ise ge¢mis donemde yasayan insanlarin
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maruz kaldigr salgin hastaliklarin epidemiyolojik olarak incelenmesi ve giiniimiiz
enfeksiyonel hastaliklar ile aralarinda bir korelasyon olup olmadigint anlamak ve bunlara
onlem ve Onleyici tedaviler sunmak yer almaktadir. Arkeolojik insan kalintilarinda
rastlanilan patolojik izlere kanit olarak paleopatoloji ¢calismalar1 sunulmaktadir [54].

Paleomikrobiyoloji ¢aligmalarinda uygulanan teknikler, makroskobik, mikroskobik ve
immiinodeteksiyon gibi tekniklerin yani sira PZR gibi molekiiler teknikler de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda molekiiler dizileme tekniklerinin artis1 ve ¢esitliligi
ile temel metagenomik yaklasimlarda kullanilmaya baglanmistir. Yeni teknikler ile elde
edilen molekiiler veriler 15181nda gegmisten giiniimiize yer yiiziinde bulunan mikroplarin
genomik evrim aragtirmalar1 aydinlatilmaktadir. Benzer biyolojik ortamlarda yasayan ve
es zamanl aktif olan mikrobiyal ajanlarin incelenmesi ile birlikte patojenler arasindaki
iliskiler ¢oziimlenmeye, mikro ekosistemlerini anlamaya ve farkli perspektif

yaklagimlarina metagenomik ¢alismalar1 imkan sunmaktadir [56].

2.4. Metagenomik

Yer yiiziinde bulunan mikroorganizmalarin her biri kiiltiirlenme i¢in uygun degildir ve bu
mikroorganizmalarin biiyiik bir ¢ogunlugunu da kiiltiirlenmeyen mikroorganizmalar
olusturmaktadir [57]. Kiiltiirlenmeyen mikroorganizmalardaki bu denli g¢ogunluk,
kiiltiirleme tekniklerinde uygulanan geleneksel yontemlerin analizler igin sinirh
kalmasindan kaynaklanmaktadir [58]. Ghazanfar vd., 2010 yilinda yaptig1 ¢alismada
mikroorganizmalarin biiyiik ¢ogunlugunun (%99) kolay bir sekilde kiiltiirlenemedigi
gosterilmistir [59]. Kiiltiirleme tiizerinde olan bu basarisizlik ve baskilamanin
mikroorganizmalarin (virisler, arkeler, bakteriler, tek hiicreliler ve mantarlarin) tespit ve
teshisinin kolaylikla yapilamamasinda rolii bulunmaktadir [60].

Mikroorganizmalarin biyolojik ve genetik cesitliligi ¢aligma alani olarak bilimsel
aragtirmalarda 6nemli bir yer almaktadir. Kiiltiirii yapilamayan mikroorganizmalarin
sayica oranlar1 géz onlinde bulunduruldugunda bu mikroorganizmalarin genomlarinin
cok fazla miktarda bilgi igerdigi bilinmektedir [61]. Cogunlugu temsil eden bu
mikroorganizmalar, biyoteknoloji alaninda kullanilmak iizere, yeni kesfedilecek olan
genlerin, kimyasal bilesiklerin ve enzimlerin gelistirilmesinde biiylik bir kaynak
sunmaktadir [62]. Mikrobiyal ¢esitlilik arastirmalarinda, metabolik yolaklarin cesitli
biyolojik tirlinlerin ve biyomolekiillerin elde edilmesinde kesfedilen yeni genler,

biyolojik ve genetik olarak kapsamli bir havuz olusturmaktadir [109]. Son yillarda
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yapilan arastirmalar, mikroorganizmalarin genomik analizlerini yapabilmek ig¢in
"metagenomik" yontemlerin gelistirildigini gostermektedir [59].

Metagenomik, mikroorganizmalarin genomlarini agiga ¢ikartmakta kullanilan hem tim
mikroorganizma ¢esitliligini inceleyen hem de yeni kesfedilen enzim ve biyomolekiillere
kars1 artan ilgi i¢in ¢alisilan gelismekte olan yeni bir arastirma alamdir [62, 61, 63]. Tk
metagenomik ¢alisma 1982 yilinda Handelsman ve arkadaslari tarafindan Wisconsin
Universitesi Bitki Patolojisi Béliimii’'nde yapilmistir. Bu ¢alismada cevreden toplanan
orneklerden elde edilen genomlar incelenmis ve bir habitata ait tiim genetik bilesenler
analiz edilmistir [64].

Metagenomik alaninda ¢alisan arastirmacilar 5 farkli sekilde tanimlama yapmistir. Bu
tanimlamalar su sekildedir;

1. Mikrobiyal genomlarin kiiltiirlemeden bagimsiz analiz edilmesidir [65, 66, 67,
68].

2. Bir organizmaya ait tiim DNA analizinin biitlin mikroorganizma suslarinda
kiiltiirleme olmaksizin uygulanabildigi bir ¢alisma alanidir [59].

3. Mikroorganizma suslarina dogrudan kendi yasam alanlarinda, tiirlerin ayri
izolasyonlarina ve ayri laboratuvar ekibine ihtiya¢ duymaksizin modern genetik
tekniklerin uygulandigi alandir [69].

4. Insanlarin ve hayvanlarin sindirim sistemi, kemikleri, hayvan kalintilari, toprak
ve su gibi ¢esitli ortamlarda bulunan mikroorganizmalarin genetik cesitliligini,
islevlerini, i birliklerini ve evrimsel siireclerini anlamak i¢in olusturulan bir
caligma alanidir [59].

5. Farkli ekolojik c¢evrelerden elde edilen mikroorganizmalarin karsilagtirmali
biyolojik analizlerine imkan sunan bir ¢alisma alanidir [60].

Mikroorganizmalarin bu denli cesitli alanlarda calisilabilmesi ile etki ettigi calisma
alanlarinda da biiylik firsatlar sunmaktadir; tibbi uygulamalarda, atik politikalarinin
diizenlenmesinde, endiistriyel alanda hammadde kaynaklarimin ¢6zdiiriilmesinde,
kimyasal kullanimin azaltilmasinda ve gida endiistrisinde tiiketim hammaddesi olarak
katkilar1 gortlebilir [59]. Mikrobiyal fonksiyonlarin ve yeni biyolojik iirlinlerin
kesfedilmesinde metagenomik teknikler 6nemli bir rol oynamaktadir [71]. Habitatlarda
yer alan bireylerin genetik ¢esitliligi ve gen iiriinlerinin arastirilmasinda, biyosentetik ve
degradatif yolaklar1 kodlayan operonlar1 analiz eden bir yaklagimdir [62].

Metagenomik yaklagimlar baslangicta aDNA ve mikroflora ¢alismalarini hedeflemisti.

Lakin ilerleyen teknoloji ile birlikte bu hedeflerde artislar s6z konusu oldu. Sedimanlarda
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yer alan toprak mikroorganizmalari, derin deniz mikroflorasi, hayvan ve insanlarin
gastrointestinal (GI) sistemleri gibi bir¢ok ¢aligma yer almaktadir [70, 71]. Metagenomik
caligmalar genellikle 16S rRNA gen analizine dayanmaktadir. Bu analiz ile elde edilen
genomik havuzdaki siif, tiir, cins, alem diizeyinde genis bilgiler sunmaktadir. Elde
edilen molekiiler veriler, suslar ve islevsel rolleri hakkinda bilgi vermektedir [63]. Toprak
ve toprakta gomiilii olan arkeolojik insan kalintilar1 mikrobiyal icerik olarak daha zengin
bir nige sahiptir. Metagenomik ¢aligsmalarda 16S rRNA bazli ¢calismalar, mikrobiyal profil
cesitlilik caligmalarinda kapsamli bir igerik olusturmaktadir. Topraktaki mikrobiyal
cesitlilik kaba hesaplamalar ile bir gramida 3.000-11.000 genom igerdigi ve bu
genomlardan %1 kadarinin kiiltiirleme ile elde edilebilecegi yapilan ¢aligmalar ile
bilinmekte [72, 73]. Topraktaki mikrobiyal igerikler, farkli gesitlilikte hiicre duvari
ozellikleri olan ve lizis olma ozelliklerine gore degiskenlik gosteren arke, protista ve
bakteri karisimindan olugmaktadir [74]. Mikroorganizmalar tiirlerine gore tek hiicreler
yahut koloni halinde bulunabilirler. Ayrica metabolizmalar1 ve g¢evresel diger
mikroorganizmalari ile olan etkilesimleri bulunduklar1 habitatlara baglidir ve buna gore
degiskenlik gostermektedir. Mikrobiyal biiylime kosullart ve dagilimi disiintildigi
zaman toprak habitat1 ¢ok heterojen bir yapidadir. Heterojen olan bu yapi, ¢esitli sayida
mikrobiyal nisler ve ¢esitli toprak mikroorganizmalarina ev sahipligi yapmaktadir [75].
Bu cesitlilik toprakta fazla olmasi aDNA calismalarinda farkli ¢alisma alanlarinin
dogmasina avantaj sagladigi kadar analizlerde giiriiltii olusturmaya sebep olan bazi
dezavantajlar da sunmaktadir. Topraktaki mikroorganizmalara metagenomik tekniklerle
yapilan kiiltiir calismalari, topragin antibiyotikler, bagisiklik baskilayicilari, anti kanser
ajanlar1 ve biyoteknolojik iiriinler gibi zengin bilesenlerin kaynagi oldugunu gostermistir
[76,77,78,79, 80].

Ghazanfar ve arkadaslarinin (2010) yaptigi ¢alismada toprak oOrneklerinden DNA
izolasyonu, hazirlanan klon kiitiiphanelerinin ve kiitiiphanelerin taranip analiz edilmesi
ile uygulanan metagenomik metotlarin aragtirmalarda mikrobiyal ¢esitliligi daha dogru
saptamay1 ortaya sunmustur [59].

Cevresel mikrobiyal orneklerin ¢aligsmalar1 fonksiyonel ve dizi temelli analizler olmak
iizere iki farkli sekilde calisilir. Fonksiyonel temelli analizlerde, topraktan elde edilen
DNA bir vektor araciligr ile konak bakteriye aktarilarak; heterelog gen ekspresyonlari
tarafindan {retilen yeni enzim ve/veya bilesikler calisilirken; niikleotit dizi temelli
analizlerde, DNA veri tabanlar1 hedef ¢alismadir, ayrica DNA dizileri karsilastirilarak

mikroorganizmalarin metabolik potansiyelleri hakkinda fikir edinilir [62]. Bu ¢alismanin
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da dayandirildig1 dizi temelli analiz, 6rneklemdeki mikrobiyal ¢esitliligi ve bu mikrobiyal

cesitlilikteki olas1 fonksiyonel iligskilendirmeler ¢alisilmaktadir.

2.4.1. Metagenomik Alaninda Yapilan Calismalar

Metagenomik alaninda yapilan ¢aligmalar ¢ok farkli ¢alisma alanlarinda rol almistir. Bu
caligma alanlart; biyolojik gesitlilik, evrimsel siire¢, antik DNA, yeni tiirleri bulma ve
patojen etmeni olan mikroorganizmalari bulma seklindedir.

Poinar ve arkadaslarinin (2006) Sibirya’da yapmis oldugu bir ¢alismada, Mammuthus
primigenius Orneginin DNA’sin1  (~28 milyon bp) metagenomik yaklasimlarla
dizilemislerdir. Ornegin korunmus bir halde bulunmas1 ve emiilsiyon PZR kullanilmas1
ile 0rnegin %45,4 oraninda (~13 milyon bp) mamut DNA’s1 i¢erdigi bulunmustur (81).
Dizilenen veriler ile Afrika fili DNA dizisi karsilastirilmis ve iki tiir arasindaki biyolojik
yakimligin %98,55 oraninda oldugu yapilan ¢alisma ile tespit edilmistir [81].

Bir baska calismada ise kiiltiirlenmemis ve topraktan dogrudan alinan Crenarchaeote
genomu metagenomik yaklagimlarla analiz edilmis. Calismanin sonucunda rRNA
genlerinin siralanmasiyla DNA'nin karakterize edildigi ve 17 protein kodlayan genin
izole edildigi belirlenmistir [82].

Bermuda yakinlarindaki Sargasso Denizi'nden toplanan deniz suyu 6rneklerinden tegetsel
akis ve darbe filtreleri iizerinde toplu olarak toplanan mikrobiyal popiilasyonlara tiim
genom shotgun dizileme yapilan c¢aligmada 1 milyardan fazla mikrobiyal baz gifti
dizilenmistir. Bu verilerin, daha 6nce bilinmeyen 148 bakteriyel filotip de dahil olmak
lizere, dizi iligkisine dayali en az 1800 genomik tiirden tiiredigi tahmin edilmektedir [83].
Antik DNA c¢alismalarinda metagenomigin kullanilmasi ile basarili calismalar elde
edilmistir. Buna 6rnek olarak 120 milyon yillik amber icerisinde korunmus halde bulunan
Micrococcus luteus 'un aDNA dizisinin basaril1 bir sekilde dizilenmesi verilebilir [84].
Bir bagka carpici antik DNA ve metagenomik ortak calismasi ise Maixner ve
arkadaglarinin 2016 yilinda, en yaygin insan patojeni olan mide bakterisi Helicobacter
pylori’nin insan konakgisi lizerinde olan ¢alismasidir. Bu calismada Avrupa Bakir Cagi
buzul mumyasindan (Iceman) elde edilen 5300 yillik bir Helicobacter pylori genomu,
insan konakgisiyla birlikte kiiresel olarak dagilmis ve hem yakin hem de eski insan
goclerini yeniden yapilandirmak icin kullanilabilecek farkli bir filocografik modelle

sonuclanmistir [85].
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Hirvatistan’da bulunan Vindija magrasindan Neandertal metagenomik kiitiiphanesi
calisilmak tizere ornek toplanmistir. DNA izolasyonu yapilan 38.000 yillik bu 6rnekten
yeni nesil dizileme (NGS) metodu kullanilarak 65250 b¢ Neandertral’e ait genom verisi
elde edilmistir. Elde edilen bu veriler ile yapilan analizler sonucunda iki farkli tiir olan
Neandertal ve modern insan genomunun en az %99,5 oraninda benzerlik gosterdigi
genetik yakinlik olarak kanitlanmistir [86].

Warinner ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, dis tasina ilk kez uygulanan shotgun dizileme
metodu ile yapilan ¢alismada 16S rRNA genleri dizilenmis. Bu dizileme sonucunda
toplam 2699 operasyonel taksonomik birim (OTU) cikartilmistir. Warinner’in
calismasinda antik 6rneklerdeki agiz mikrobiyatasinin protein islevsel karakterizasyonu
ve taksonomisi sunulmustur. Ustelik, 40 patojen, 43, insan proteini ve 239 bakteriyel
protein tespit edilmistir. Bunlara ek olarak da arkeolojik insanlara ait oldugu tahmin
edilen antibiyotige direng gosteren genlerin ilk kez kanit1 ileri siiriilmiistiir ve periodontal
patojen olan Tannerella forsythia tiiriine ait genom tespit edilmistir [87].

Genetik dizilemelerin metagenomik analizlerde kullanilmasi, filogenetik agaglarin
cizilmesi ve insan genomunun burada hangi dalda yer aldiginin anlagilmasi evrim siirecini
kavramak acisindan biiylik yanki olusturmustur. Sanger sizilemenin 1977 yilinda,
PZR’nin 1983 yilinda gelisim gdstermesi ile insan ve biiyiik insansi maybunlarin
biyolojik uzakliklarinin/yakinliklarinin anlagilmasi konusunda yardimer olmus ve insan
gruplart arasinda ‘irk’ kavraminin yanlig bir terim olarak kullanildigina da agiklik
getirmistir [88, 89].

Yeni nesil dizileme metodunun 1990’larin sonunda gelismesi ve insan genomunun
tamaminin ilk kez dizilenmis olmast ile birlikte ardindan 2000°1i y1llarda gelisim gdsteren
dizileme teknolojinin yayginlagsmasiyla antik insanlarin (Neantertaller de dahil)
Denizovanlarin, genomunun, Homo heidelbergensis tiiriinin MtDNA genomunun
dizilenmesini ve homo tiirlerine ait filogenetik agacin yeniden ¢izilmesi saglanmaistir [90,
91, 92, 93, 94]. Bu tiir caligmalar insan evriminin yeniden anlasilmas1 ve yeni kaynaklara
ulagilmasina yol agmustir.

Mikrobiyal ekolojinin arkeolojik ¢aligmalarda yararli oldugu kabul edilmistir. Bati
Sicilya'daki Arkaik Monte lato'da yerli bir yap1 kesfedilmistir. Bu yapiya iliskin toprak
mikrobiyal topluluklarinin ilk kez incelenmis ve toprak 6rnekleri, ana odadaki bir ritiiel
deposundaki (yiyecek atiklarmmin atildigi yer) ve ek binadaki sominenin iizerindeki
arkeolojik katmanlardan toplanmigtir. Mikrobiyal toprak karakterizasyonu bolluk
(hiicresel fosfolipid yag asitleri (PLFA), canli bakteri sayilari), aktivite (fizyolojik
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profiller, canli bakterilerin enzim aktiviteleri), ¢esitlilik ve topluluk yapisini (bakteriyel
ve fungal Illumina amplikon dizilimi, canli bakterilerin tanimlanmas1) icermektedir.
PLFA tiirevi mikrobiyal bolluk, sdémineden alinan topraklarda depodan alinan topraklara
gore daha diisliktli; kiiltiirlenebilir bakterilerde ise tam tersi bir durum gozlenmistir.
Somineden gelen topraklardaki mikrobiyal topluluklar karboksilik ve asetik asitleri
metabolize etme konusunda daha yiliksek bir yetenege sahipken, depozitten gelen
topraklar tercihen karbonhidratlar1 metabolize etmigtir. Alt tortu katmani, iist tortu
katmanina kiyasla daha yiliksek toplam mikrobiyal ve bakteriyel bolluk ve bakteriyel
zenginlik ve farkli bir karbonhidrat metabolizasyonu profili ile karakterize edilmistir. Bu
caligmanin verileri, insan tiiketim aligkanliklarinin arkeolojik kanitlardaki mikrobiyota

lizerinde izler biraktig1 kanitlamistir [95].

2.4.2. 16S rRNA Geni

Metagenomik analiz caligmalarinda yaygin hedef bdolge olarak 16S rRNA geni
secilmistir. Bu genin metagenomik ¢aligmalarda se¢ilme nedenleri;

e Fonksiyonel olarak korunmus olmasi,

e Biitiin bakterilerde bulunmasi,

e Cok degisken bolgeler icermesi,

e Yaklasik olarak 1550 bg gibi uygun bir biiyiikliikte olmast,

e Uygun polimeraz zincir reaksiyon primerlerinin olusturulabilmesi,

e Degiskenigi yiliksek olan bu bolgelerin organizmalarin tiir analizlerinde

kullanilabilir olmasi,

e Gene ait veri tabanlarinin bulunmasi
Seklinde siralanabilir [60, 96].
16S rRNA prokaryotik organizmalar1 (bakteri ve arkea) gibi kiigiik ribozomal alt
birimlerinin bir pargasi olan bir ribozomal RNA tiiriidiir 16S rRNA gene bakteri ve arkea
hiicrelerinde evrimsel olarak oldukc¢a korunmus boélgeler igerir ve bu nedenle tiirler
arasinda genetik farkliliklar1 belirlemek i¢in kullanighdir. Bu genellikle taksonomik
siniflandirma ve mikrobiyal ¢esitliligi arastirmak icin kullanilan bir molekiiler markerdir.
16S rRNA gen dizisinde, gene yayilim gosteren 9 adet korunmus (C1-C9), 9 adet de ¢ok
degisken bolge (V1-V9) vardir [97]. Cok degisken bolgeler yiliksek oranda degiskenlik

gosterdiginden dolay1 biyolojik siniflandirma yapilan analizlerde 6nemli bir yere sahiptir.
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Bakteri filogenetik analizlerde V4-V6 bdlgeleri tim gen dizisi icerisinde en saglikli
sonucu veren bolgeler oldugundan caligmalarda cok tercih edilmektedir. Daha az
degiskenlik gosteren bolgeler ise V2-V8 bdolgeleridir. V3-V4 bolgeleri, 16S rRNA
dizisinin belirli bir bolgesidir ve mikrobiyal taksonomide 6nemli bir rol oynar. V3-V4
bolgeleri, 16S rRNA dizisindeki ¢esitliligi belirlemek i¢in yaygin olarak hedeflenen
bolgelerdir ¢iinkii bu bolgeler, mikrobiyal tiirler arasindaki genetik farkliliklar1 agikca
ayirt edebilen ve siiflandirmak i¢in yeterince degisken bolgelerdir [60, 96].

V3-V4 bolgelerinin 6nemi;

e Yiiksek degiskenlik; bu bolgeler 16S rRNA dizisindeki degiskenlik agisindan
olduk¢a zengindir, bu da farkli mikrobiyal tiirler arasinda ayrim yapmay olasi
kilar.

e Taksonomik ¢oziiniirliik; bu bolgeler mikrobiyal tiirlerin genetik farkliliklarini
belirlemek i¢in yeterli ¢oziiniirliige sahiptir. Bu nedenle, mikrobiyal ¢esitliligi
arastirmak i¢in genellikle tercih edilen hedef bolgelerdir.

e Ampirik olarak belirlenmistir; bu bolgeler 16S rRNA dizisinin belirli bolgelerini
hedeflemek i¢in genellikle kullanilan standart primerlerle belirlenmistir, bu

durum da ¢aligmalar arasinda tutarlilik saglar.

16S rRNA dizisi lizerindeki ¢ok degisken bolgelerin baslangi¢ ve bitis niikleotitleri; V1
degisken bolgesi, 69-99 bp; V2 degisken bolgesi 137-242 bp; V3 degisken bolgesi 433-
497 bp; V4 degisken bolgesi 576-682 bp; V5 degisken bolgesi 822-879 bp; V6 degisken
bolgesi 986-1043 bp; V7 degisken bolgesi 1117-1173 bp; V8 degisken bolgesi 1243-1294
bp; V9 degisken bolgesi 1435-1465 bp seklindedir [98].

16S rRNA gen dizisinin her bir¢cok degisken bolgelerinden V4 bolgesi 690 firkete
yapisindadir; bu bolgede yer alan 3 filogenetik alan icerisinde korunmuslugu en yiiksek
alan olarak kalan bir halkadir. Bu korunmusluk da metagenomik analizlerde kullanilmaya
el verigli hale getirmektedir [99].

16S rRNA genindeki yiiksek degiskenlik sahip (V1-V9) bolgeler, metagenomik
analizlerin PZR asamasinda kullanilacak olan hedef bdlgelerdir. Yapilan birgok
calismada cogaltilan bolgelerin dizilemesi yeni nesil dizileme teknolojisi olan Illumina
sistemleri secilerek kullanilmaktadir. Illumina dizileme sistemleri ile, orneklerdeki
mikrobiyal profil ¢esitliligini tespit edebilmek icin 16S rRNA geninin yiiksek verimli
dixileri elde edilmektedir [100]. Yeni nesil dizileme sistemlerinin se¢ilme sebepleri, daha

diisiik maliyet ile kisa siirelerde, ¢ok daha biiyiik dizi verileri elde edilmesidir. [llumina
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platformu MiSeq teknolojisi kullanilarak yapilan dizilemelerde ~25 milyon kadar okuma
sayisina ulasilmaktadir. Metagenomik arastirmalarda Illumina dizileme sisteminin tercih
edilmesindeki diger bir etken ise genis kapsamli oldugu kadar yiiksek verimli, sistematik

hatalarin ise yiiksek oranda az oldugu veriler sunmasidir [101].

2.4.3. Operasyonel Taksonomik Birim (OTU)

Metagenomik analizler sonucunda elde edilen veriler biyoinformatik analizlere tabi
tutulmaktadir. En yaygin kullanilan analiz platformu ise QIIME’dir (Quantitative Insights
Into Microbial Ecology-Mikrobiyal Ekolojide Kantitatif Analizler). Bu program
mikrobiyal popiilasyonlarinin analizini yapan bir yazilimdir. Arkeolojik insan kalintilari,
bakteri, viriis ve mantar orneklerinden elde edilen niikleik asit dizileri analiz edilir ve
yorumlanir. Linux sisteminde terminal penceresine yazilan yonerge komutlar ile gorsel
ve metinsel c¢iktilar sunmakta ve bu c¢iktilar farkli komutlar ve araclar ile
gorsellestirilebilmektedir [102]. En ¢ok tercih edilen program olmasi, altin standartlar
tizerine kurulu olarak bahsedilmesindendir [101].

OTU'lar, genetik olarak benzer organizmalar1 gruplamak i¢in kullanilan bir aragtir.
Genellikle belirli bir genin DNA dizisi (6rnegin, 16S ribozomal RNA geni bakterilerde
sikca kullanilir) iizerinde yapilan bir dizi analizinden elde edilirler. Bu analizler genellikle
metagenomik veya metabarsot teknikleri kullanilarak gerceklestirilir. Analiz sonucunda,
genetik olarak benzer olan organizmalar ayn1t OTU'ya atanir. OTU'lar, genellikle %97
veya %99 benzerlik esigi gibi belirlenmis bir benzerlik esigini agan organizmalari igerir.
Yani, eger iki organizma arasindaki genetik benzerlik %97'nin {izerindeyse, genellikle
ayni OTU'ya atanirlar [103, 104].

OTU'lar, ¢evresel drneklerdeki mikroorganizma ¢esitliligini anlamak ve karsilastirmak
icin yaygin olarak kullanilir. Ornegin, bir toprak érneginden alinan DNA dizileri analiz
edilerek, topraktaki mikrobiyal ¢esitliligi anlamak i¢cin OTU'lar kullanilabilir. Bu,

ekosistemlerin yapisini ve isleyisini anlamak i¢in dnemli bir aragtir [103, 104].

2.5. Kibyra Antik Kenti

Kibyra antik sehri, Golhisar il¢esinin batisinda yiikselen bir tepe lizerinde bulunmaktadir.
Kentin dogusunda Goélhisar diizliigi, batisinda ise Ak Dag kiimesi ve sehre su saglayan

akarsular bulunmaktadir (Sekil 5). Golhisar ilgesi, Akdeniz, Sahil-i¢ Ege ve I¢ Anadolu
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Bolgeleri'ni birlestiren karayollarinin kesistigi bir noktada yer almaktadir. Bu konumuyla
Burdur'a 108 km, Antalya'ya 140 km, Denizli'ye 100 km ve Mugla ili Fethiye ilgesine
105 km uzakliktadir. Bu da bu dort sehrin kesisim noktasini olusturur. Tarim ve
hayvancilik i¢in oldukga elverisli olan bolgenin rakimi yaklasik olarak 1100-1300 m
arasindadir. Sehir, Dalaman (indus) Nehri'nin yani sira Deliyaraz ve Bogriidelik
Yaylalari'ndan gelen su kaynaklarina da sahiptir. Kibyranin bulundugu Golhisar Ovasi
ve cevresi, arkeolojik agidan son derece onemlidir. Ciinkii Ge¢ Neolitik ve Kalkolitik
Doénemlerden itibaren baslayarak Tun¢ Cagi boyunca devam eden hdyiikler ile Erken
Demir Cagi'ndan itibaren gol kiyisindaki yerlesimlere ve Kibyra'nin erken yerlesimlerine

ev sahipligi yapmustir [37].

292000 29300'D 29°400°D
x

Sekil 5: Kibyra Antik Kentinin Morfolojik Haritas1 ve Antik Yerlesimler [Kibyra
Kazis1 Arsivi, I. Elitez; 105].

Sehir, Ege, Akdeniz Kiyilari, Goller Bolgesi ve Giineybati Anadolu'yu birbirine baglayan
stratejik bir konuma sahiptir. Bunun yan1 sira iklimi tarim, hayvancilik ve yaban avciligi
icin elverislidir. Ayrica sedir, karacam ve ardi¢ gibi ormanlik alanlar bulunmasi, zengin
bir biyogesitlilige isaret eder. Bu da Roma Imparatorluk Dénemi'nde sehrin énemli bir
merkez olmasinin temel nedenlerindendir [37].

Strabon'un anlatilarina gore, Kibyra'nin ¢evresinin yaklagik 100 stadia (17.6-19 km arasi)

oldugu ve saglamlagtirilmis, korunakli bir biiyilik kent oldugu anlasiliyor. Ayrica, kentin
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demir isciliginde iinlii olmasina ragmen, dort farkli dilin konusuldugu biliniyor: Lidce,
Pisidce, Solymce ve Hellence. Kibyralilar'in Lidyalilar'in soyundan geldigi ve bu dort
dilde iletisim kurdugu belirtiliyor. Kibyra, Kabalia ve ¢evresindeki Pisidia'y1 fethettikten
sonra sehri giiclii bir sekilde tahkim etti ve yaklasik yiiz stadia ¢evresine genisletti. Bu
saglam sehir, etkili yasalariyla desteklenmis ve komsu bdlgelere dogru genislemistir.
Ayrica sehrin etrafinda Bubon, Balboura ve Oenoanda gibi ii¢ sehir daha kurulmustur.
Bu sehirlerin bir araya gelmesiyle olusan konfederasyona "Tetrapolis" adi verilmistir
[37].

Bergama Imparatorlugu'nun pargalanmas: sonrasinda, Kibyra'min liderliginde Boubon,
Balboura ve Oenoanda sehirleri bir araya gelerek dortlii bir sehir ittifaki olusturdu. Ug
sehir birer oy hakkina sahipken, Kibyra'nin ayricalikli olarak "otuz bin piyade ve iki bin
stivari ile" digerlerinden farkli olarak iki oy hakki bulunmaktaydi. Strabon'un aktardigina
gore, bu basgkentin Moagetes donemine kadar siirekli tiranlar tarafindan yonetildigi

bilinmektedir [37].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez calisgmasinda Kibyra Antik kentinden arkeolojik kazilarla elde edilen 9 iskelet
iizerinde antik DNA izolasyonu yapilmistir. Bu orneklerin sec¢ilme sebebi nekropol
alanindan wuzakta ve kilise etrafinda yer alan toplu gomiiler olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu gomiilerdeki bir diger 6nemli nokta ise gémiilerde ¢ocuk, kadin
ve erkek bireylerin olmasit ve bu bireyler iizerinde kire¢ dokiilmesi bireylerin bir
enfeksiyonel hastalik sebebi ile 6ldiigiinii diisiindiirmektedir.

Calismanin hedefinde gomii alaninda doneme ait 6lii gdmme geleneginin goriilmemesi
ve kilise etrafina ilk kez ¢ocuk bireylerin gomiilmesi ile bulagici hastaliklara maruz
kalinan bireyler oldugu yoniinde diisiindiirmiis ve calismaya 6rneklem olarak alinmistir.
Ik 6n ¢alismada bu alandan elde edilen KBR’20 M45 numarali mezardan elde edilen
toprak Ornegi calisilmistir. Bu toprak orneginden 16S rRNA gen bolgesine V3-V4
bolgelerine bakilarak toprak icerisindeki metagenomik profil ¢ikartilmasi hedeflenmistir.
On ¢alisma sonrasinda 9 kemik ve dis 6rnekleminden elde edilen DNA izolatlari ile 16S
rRNA geninden V3-V4 bélgeleri ¢alisilmistir. Bu 6rneklem gruplar segilirken patoloji
izleri olan yahut patoloji izleri olmayanlarda deformasyonun oldugu boélgeler DNA
izolasyonu i¢in tercih edilmistir. Burada amac¢ patojen izlerinin kanitlarin1 bulmak ve
deformasyona sebep olan etmenleri tespit etmek yoniindedir.

Calismanin  akisinda segilen Ornekleri aDNA  yontemlerine uygun olarak;
dekontaminasyonu, uygun miktarda kesimi, DNA izolasyonu ve spektrofotometrik
Olgtimleri seklinde devam etmistir. Ardindan DNA konsantrasyonu uygun olan 6rnekler
kiitiophane hazirligina alinmis ve PZR uygulamalar1 yapilarak Illumina platformunda
sekanslanmistir. Bu silireci biyoinformatik analizler takip etmis ve sonuglar

degerlendirtilmistir.

3.1. Antik Orneklerin Toplanmasi

Ornekler Kibyra Antik arkeolojik kazilar ile 2020 y1li ve 2014 yillarinda ¢ikartilmugtir.
2020 yilma ait 6 ornek, 2014 yilina ait 3 6rnek molekiiler biyoloji laboratuvarina
getirilmistir. Bu 6rneklere ek olarak KBR’20 M45 (SY 6) numarali 6rnege ait mezar
toprag1 da Ornekleme dahil edilmistir. Getirilen bu 6rnekler 151k almayan ortamda

saklanmistir.  Ornekler molekiiler ¢alismalarin yiiriitiilmedigi izole bir ortamda
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fotograflanmistir. Fotograflamanin ardindan bu 6rneklerin patoloji izlerini tasiyan ve

deformasyon bdlgeleri tespit edilmis, dekontaminasyona hazir hale getirilmistir. Tez

caligmasinda kullanilan 6rnekler asagidaki sekil 6’da yer almaktadir.

Sekil 6: Kullanilan 6rneklemler, a:costa, b: kafatasi, c: femur

3.2. Orneklerin Dekontaminasyonu ve Kesimi

Orneklerin dekontaminasyonu molekiiler ¢alismalarin yapilmadig: kapali bir ortamda
gerceklestirilmistir. Orneklerin kesim alanlar1 dncelikle %5 lik camasir suyu ve distile su
ile pecete yardimiyla temizlenmis ve hizlica kurutulmaya birakilmistir. Hizlica
kurutulmanin ardindan Orneklerin belirlenen kisimlarindan Dremel 3000 ile kesitleri
alimmigtir. Kesitlerin alinacagi Dremal uglar1 da énce %20 ¢amasir suyu ardiundan da
distile su ile dekontamine edilip, 1 saat UV (260 nm) altinda sterilize edilmistir. Alinan
bu kesitler kollajen igeriginin yogun oldugu ve ayni zamanda patoloji siiphesi ve
deformasyonlarin oldugu bolgeler olarak tercih edilmistir. Ardindan 6rneklerin kesilen
kisimlar1 30 dk UV (260 nm) altinda isleme tabi tutulmus ve izolasyona hazir hale
getirilmistir. Bu siirecte kullanilan tiim eldiven ve dremel uglar1 her bir 6rnek i¢in ayri
ayr1 kullanilmig ve 6rnekler arasi gegiste yiizey ve Dremel ¢amasir suyu ve distile su ile

temizlenmistir.

3.3. Antik DNA izolasyonu

Ornekleri daha dnceki laboratuvar tecriibeme ve sonuclarina dayanarak kesimden hemen
sonra bir biitlin halde izolasyona tabi tutmaya karar kildim. Bu nedenle o6rneklere
tozlagtirma teknigini uygulamadim. Kullanilan kemik miktarim ~80-90 mg dir.
Izolasyonu Quick-gDNATM Miniprep kit (Zymo Reserch) ile uyguladim. Kitin birden
fazla alanda kullanima uygunlugu vardi, bu ¢alisma i¢inde kat1 doku ¢aligmalarina uygun
olan protokoliinii izledim. Bu protokolden farkli olarak kullanilan baslangic 6rnek
miktarini kestigim kemik miktarlar1 kadar kullandim.

Uygulanan kitin deney yonergesi;
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e ~80-90 mg kemik ve/veya dis 6rnegi tizerine 500 pl genomik lizis soliisyonu %0,5
(v/v) 2-merkaptoetanol (Bio-Rad) ile eklendi.

e Ornekler 20 sn vortekslendi.

e Ornekler oda sicakliginda bir gece bekletildi.

e Ornekler 20 sn vortekslendi. 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

¢ Ardindan 10000g’de mikrosantrifiijde santrifiij edildi ve iistte kalan siipernatant
kemik ve dis partikiillerine dokunulmadan toplama tiiplerindeki Zymo-Spin
kolonlarina aktarildi.

e Ornekler 10000g’de santrifiij edildi ve yeni toplama tiiplerine kolonlar transfer
edildi.

¢ Spin kolonlar {izerine 200 ul DNA 6n yikama soliisyonu eklenerek 10000g’de 1 dk
santrifiij edildi.

¢ Spin kolon tizerine 500 ul g-DNA yikama soliisyonu eklendi ve tekrar 10000 g’de
1 dk. Santrifiij edildi.

¢ Spin kolonlar eppendorf tiiplere transfer edildi ve kolon iizerine gelecek sekilde 35
ul DNA eliisyon soliisyonu eklendi. 5 dk boyunca oda sicakliginda bekletildi.

e Ornekler 10000 g’de 1 dk santrifiij edildi ve yeniden kolon iizerine gelecek sekilde
35 ul DNA eliisyon soliisyonu eklendi. 5 dk boyunca oda sicakliginda bekletildi.

e Inkiibasyonu tamamlanan érnekler 16.160 g’de 30 sn santrifiij edildi.

e Ependorf tiipleri icerisindeki spin kolonlar ¢ikartilarak elde edilen aDNA izolat1
-20°C’ de saklandi.

3.4. Orneklerin Spektrometrik Ol¢iimii

Izolasyonu gerceklestirilen 6rneklerin Q5000 UV-Vis Spectrophotometer (Quawell)
Cihazi ile 6rneklerden 1 ul kullanilarak DNA konsantrasyonlar: 6lgiildii. Olgiim degerleri

sonuglar kisminda tablo 2’de yer almaktadir.

3.5. Antik DNA Kiitiiphane Olusturma

Orneklerin kiitiiphane islemleri ve sonrasindaki basamaklar1 hizmet alimi karsiliginda
BM firmasi tarafindan sunulan rapordaki protokollere gore uygulanmistir. Uygulanan

protokoller sirasi ile agagida yer almaktadir.
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3.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Mikroorganizmalarin tiir tespitinde en ¢ok tercih edilen degisken bolge 16S rRNA genine
ait V3-V4 segmentleridir. V3 ve V4 segmentlerinin artirilmasi amaciyla kullanilacak ileri
ve geri primer dizileri asagida listelenmistir. Primer ikilisi yaklasik 460 baz ciftlik bir
bolgeyi artirir. Yeni nesil dizileme okumasi 6ncesinde, amplikon kiitiiphanesi hazirligi
esnasinda PCR ile 6rnekteki 16S V3 ve V4 segmentleri artirilir.Gen spesifik 16S V3-V4
bolgesi i¢in kullanilan primerler;

16S Amplicon PCR lleri Primer = 5'

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

16S Amplicon PCR Geri Primer = 5'

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTA
ATCC

PZR kosullar1 ve kullanilacak kimyasallar agsagidaki gibidir.

Mix Hacim
aDNA (5 ng/ul) 2.5 ul
F Primer 1 mikro Molar Sul
R Primer 1 mikro Molar Sul
2X KAPA HotStart PCR Mix 12.5 ul
TOPLAM 25 ul
PZR kosullart:

1)95°C>3dk

2) tekrarli 25 dongii
95°C>30sn
55°C>30sn

72 °C>30sn
3)72°C>5dk

4) 4 © C’de ornekler saklanir
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3.5.2. PZR Uriinii Temizligi

AMPure XP (Beckman Coulter) manyetik beadler kullanilarak, PZR’de olugan primer

dimerler ve agikta kalan serbest primerler uzaklastirilir. Bu siire¢ iki basamakta

gerceklesmektedir;

a) Orneklerin her birine 20 pl AMPure XP manyetik bead eklenir ve manyetik bead
ornek karigimi pipetlenir. Manyetik rack icerisine yerlestirilen tliplerde manyetik
beadler {izerine baglanan PZR fiiriinleri tiip ylizeyine tutunur.

b) Basamaklar arasindaki gecislerde kontaminasyonu 6nlemek amaciyla yikamalar
yapilir. Bu yikamalar 200 pl %80’lik etanol yapilir. Tiip igerisindeki manyetik
bead ve 6rnek karigimi 2 kez yikanir. Yikamadan sonraki saf PZR {iriinii, 50 pl 10

Mm pH 8.5 Tris soliisyonu igerisinde saklanir.

3.5.3. indeks PZR

PZR iiriinlerine, yeni nesil dizileme teknolojilerinin okunmasi asamasinda her bir 6rnegin
farkli sekilde okunup ayirt edilebilmesi i¢in 6rneklere 6zgiin indeksler kullanilir. Her bir
ornege 6zgii olan bu indeksler ve PZR iiriinlerinin yeni nesil dizileme platformlarina 6zgii

olan oligo baglanma bolgelerine baglanmay1 saglayan Illumina platformuna 6zgii adaptor

diziler eklenir.

Indekleme islemlerinde Nextera XT indeks kiti kullanilir. Her bir 6rnek icin basa ve
sona olacak sekilde 2 indeks ¢ifti kullanilir. Bu ekleme islemi de asagida yer alan PZR

kosullarinda yapilmaktadir.

Mix
Hacim

DNA Sul
Nextera XT Indeks Primeri Sul
I(N7xx)
Nextera XT Indeks Primeri 2 Sul
(S5xx)
2X KAPA HotStart PCR Mix 25 ul
Su 10 pl

TOPLAM 50 ul
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1) 95 © C’de 3 dakika

2) 8 tekrar dongiisii

95 °C>30sn

55°C>30sn
72°C>30sn
3)72°C>5dk

4) 4 © C’de ornekler saklanir

3.5.4. ikinci Asama PZR Uriin Temizligi

Birinci temizleme basamaginda oldugu gibi AMPure XP (Beckman Coulter) manyetik
beadler kullanilarak, PZR’de olusan primer dimerler ve acikta kalan serbest primerler
uzaklastirilir. Tki basamakli gerceklestirilen bu islem;

a) Orneklerin her birine 56 pl AMPure XP manyetik bead eklenir ve manyetik bead
ornek karigimi pipetlenir. Manyetik rack icerisine yerlestirilen tliplerde manyetik
beadler {izerine baglanan PZR fiiriinleri tiip ylizeyine tutunur.

b) Basamaklar arasindaki gecislerde kontaminasyonu 6nlemek amaciyla yikamalar
yapilir. Bu yikamalar 200 pl %80’lik etanol yapilir. Tiip igerisindeki manyetik
bead ve 6rnek karigimi 2 kez yikanir. Yikamadan sonraki saf PZR {iriinii, 25 pl 10

Mm pH 8.5 Tris soliisyonu igerisinde saklanir.

3.6. Antik DNA Sekanslama

Novaseq dizileme platformunda, birlestirilen kiitiiphaneler akis kuyucuklarina (flow cell)
eklenmistir. Akis kuyucuklart igerisinde yiizeyde bagli olan oligolar, kiitiiphane
icerisindeki adaptor dizilerine karsilik gelen tamamlayici diziler igerir ve

Her DNA parg¢asi, koprii amplifikasyonu ile ayr1 kiimelerde ¢ogaltilir ve klonlanir. Bu
islem tamamlandiginda, DNA kalib1 dizilemeye hazir hale gelir.

[lumina'nin "Sequencing by Synthesis" teknolojisi kullanilarak, her baz dizilme sirasinda
DNA kalibma eklenir ve ayni anda tespit edilir. Ozel tersinir terminatdr bagli ANTP'ler
kullanilarak, hata oran1 diisiiriiliir ve yliksek dogruluk elde edilir.

Diger dizileme tekniklerinde oldugu gibi, homopolimer DNA dizileri gibi tekrar eden
bolgeler, yanlis okumalara neden olabilir. Ancak Sequencing by Synthesis teknolojisi ve

6zel dNTP'ler ile bu bolgelerin okunmasi sorunsuz hale gelir.
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[llumina Novaseq cihazi, okuma goriintiilerini Novaseq Control Software programiyla
isler ve Real Time Analysis v1.18 programi kullanilarak bazlar1 belirler. Baz okumalari,
bel2fastq (v1.8.4) programi kullanilarak FASTQ formatina doniistiiriiliir. Bu formatta
olan dosyalar “awk 'NR%4==1{print ">"$0} NR%4==2{print $0}' SY 1 16S 1.fq >
SY 1 16S 1.fasta” kodu kullanilarak fasta formatina doniistiirtildi.

Spesifik olmayan adaptor dizilerini ¢ikarmak i¢in Scythe (v0.994 BETA) ve Sickle
programlari kullanilir. Ayrica, 36 bazdan daha kisa okuma sonuglari, temiz veri analizi
icin filtrelenir.

Orneklerin taksonomik olarak siniflandirilmasi, referans dizilere hizalanmasi,
operasyonel taksonomik birimlerin tespiti ve tilirlerin benzerliklerine gore

gruplandirilmasi gibi iglemler biyoinformatik analizle gerceklestirilir.

Fasta formatindaki dosyalar teker teker NCBI blast arayiiziinde incelendi ve drneklerin
hangi tiirler ile eslesme gosterdikleri ve bu eslesmelerin oranlar belirlendi.
Bunun yan sira 6rneklerin fasta formatlar1 SilvaNGS programinda ¢aligilarak dizilerin

genomik icerikleri profilendirildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Spektrometrik Ol¢iim Sonuclar:

DNA izolasyonu yapilan 7 6rnegin spektrofotometrik dl¢iimleri yapilmis ve elde edilen
kopnsantrasyon ve saflik degerleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Orneklerin spektrofotometrik lgiimleri.

DNA

Ornek tiirii Ornek konsantrasyonu(ng/ul) 260/280
Kemik (femur) KBR’20 M46 (SY 1) 3.80 ng/ul 2.30
Kemik (costa) KBR’20 M43 (SY_4) 15.12 ng/ul 1.71
Dis (molar) KBR’20 M45 (SY_6) 10.49 ng/ul 1.38
Kemik (kafatasi) KBR’14 3 nolu basit 75.22 ng/ul 1.37

oygu mezar (SY_7)

Kemik (fibula) KBR’14 kasa 8 (SY_8) 81.47 ng/ul 1.39
Kemik KBR’14 KM-64 (SY_9) 37.19 ng/ul 1.63
Toprak KBR20 M45 (SY_6) 10.59 ng/pl 2.40

DNA izolasyonu yapilan 7 6rnegin konsantrasyon ve saflik degerlendirmeleri sonucunda
V3-V4 gen bolgelerinin ¢ogaltilabilmesi i¢in PZR uygulanmistir. Ardindan 6rneklerden
uygun olanlar dizilemeye tabii tutulmustur. Dizileme de yeni nesil dizileme teknigi olan
[llumina platformu kullanilmistr.

Dizileme sonucunda elde edilen veriler “cat SY 1 16S 2.fasta | grep "">" | wc -1” kodu
ile okuma sayilarina bakilmistir ve SY 1 6rnegi 677969, SY 4 6rnegi 291016, SY 6 dis
ornegi 258547 ve SY6_toprak ornegi i¢in de 54253 okuma oldugu belirlenmistir.

4.2. Antik DNA Dizileme Sonug¢lari/ 16S rRNA Dizileme Sonuc¢lari

Dizileme sonuglarindan sonra elde edilen ham veriler 6n islem ve filtreleme
basamaklarinin ardindan taksonomik tanimlama ile ¢esitlilik analizlerine tabi
tutulmustur. Asagida ¢esitlilik igerigi, Alfa ¢esitlilik analizi, PcoA (beta ¢esitlilik analizi)

ve filogenetik agac sonuglar1 yer almaktadir.

34



Sekanslama sonucunda 6rneklerden elde edilen gesitlilik icerigi; Sekil 7°de de goriildigi
tizere SY 6 numarali ornekte cesitlilik igerigi SY 1 ve SY 4 numarali 6rneklerdeki
cesitlilik iceriklerine nazaran daha farkli goriinmektedir. Bunun bir etmeni olarak
orneklem tipinin dis ve kemik -kemik olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Diger
yandan ise 6rneklem gruplarindaki ¢esitlilik dagilimlarina bakildiginda 6rneklerin benzer
toprak bakterilerini farkli oranlarda icerdigi goriilmektedir. Bu farkliliklarin okuma

sayilarindan da kaynaklanabilecegini goz 6niinde bulundurmamiz gerekmektedir.

100%
k Bacteria;p__ Bacillota;c__ Bacilli
k__Bacteria;p__Actinomycetota;c__Actinomycetes
90% k__ Bacteria;p__Pseudomonadota;c__Gammaprott
k _Bacteria;p_ Pseudomonadota;c__Alphaproteol
o0t . k__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Planctomycel
. k__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Blastocatellia
. k__Bacteria;p__Bacillota;c__Clostridia

70% 1 . k__Bacteria;p__Pseudomonadota;c_ Betaproteob
k Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia

- k Bacteria;p_ Pseudomonadota;c__Deltaproteot

§ k__Bacteria;p__Bacillota;c__Negativicutes
% k Bacteria;p__Bacteroidota;c__Flavobacteriia
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§ . k__Bacteria;p__Actinomycetota;c__Coriobacteriia
“40% i . k__Bacteria;p__Bacillota;c__Erysipelotrichia

. k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Sphingobacteriia

k__Bacteria;p__Mycoplasmatota;c__Moallicutes
30% k Bacteria;p__ Bacillota;c__ Tissierellia
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0%
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:: j :: k__Bacteria;p__Synergistota;c__Synergistia

? ? ? k__Bacteria;p__Actinomycetota;c__Acidimicrobiia
Sample

Sekil 7: Kemik ve dis 6rneklerinin mikroorganizma profili/gesitliligi.

35



Orneklere ait krona grafikleri asagida yer almaktadir (Sekil 8-9-10-11). Her bir &rnek igin
cesitlilik dagilim grafiklerine baktigimizda orneklerin birbirinden farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Bu sonuglardan da anlasilacag: izere mezar konumlarinin birbirine yakin
olmasina ragmen Orneklerin mikroorganizma cesitliliginde farkliliklarin goriindiigii ve
bunun 6rneklem tipi, mezar tipi gibi faktorlerin de etkisi olabilecegi diistiniilmektedir.
Bir diger 6nemli nokta ise SY 6 numarali 6rnege ait dis ve toprak 6rneklerindeki krona
grafiklerinin icerik bakimindan farklilik gostermesidir. Burada SY 6 dis drneginde
Bacillota, Actinomycetota, Bacterioidota ve Pseudomonadota ile ¢esitlilikler temel igerik
iken; SY 6 toprak 6rneginde bu cesitliliklerin temeli Plantctomycetota, Proteobacteria
ve Actinobacteriota’dir. SY 1, SY 4 ve SY 6 dis Orneklerinde krona grafikleri
degerlendirildiginde Bacillota, Actinomycetota ve Bacterioidota temelli olduklar

goriilmektedir.
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k__Bacteria
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Sekil 8: SY 1 numarali 6rnege ait krona grafigi
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Sekil 9: SY 4 numarali 6rnege ait krona grafigi
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Sekil 10: SY_6_dis numaral1 6rnege ait krona grafigi
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Sekil 11: SY_6_toprak numarali 6rnege ait krona grafigi
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Alfa cesitlilik, tek bir habitat veya 6rneklemdeki mikrobiyal ¢esitliligin 6l¢iisiinii ifade
etmektedir. Bu ifade ile, bir mikrobiyal toplulugun i¢indeki farkli tiirlerin sayisini ve
bireysel tiirlerin baskinlig1 gibi etmenleri icermektedir. Alfa gesitlilik, topluluk i¢cindeki
tirlerin sayica ¢oklugu ve dengenin bir kombinasyonunu matematiksel olarak ifade
etmektedir. Yiiksek alfa cesitliligi, 6rnek icerisindeki mikrobiyal tiir ¢esitliliginin ¢ok
oldugunu gosterirken, diisiik alfa ¢esitliligi bu ¢esitliligin az oldugunu yahut bazi tiirlerin
diger tiirlere gére daha baskin oldugunu gostermektedir. Bu calismada 6rneklerin alfa
cesitlilik analizleri Simpson matematiksel modele gore yapilmistir [106].

Orneklerin alfa gesitlilik analizlerine baktigimiz zaman bar plotta goriilen oriintiiye
benzer bir sonucla karsilasmaktayiz. Burada da SY 6 numarali 6rnegin SY 1 ve SY 4
numarali 6rneklerden daha farkli oldugu ve ¢esitlilik iceriginin daha yiiksek oldugunu
gormekteyiz. Bunu takip eden SY 1 numarali 6rnegin de SY 6 numarali 6rnege yakin
ancak gorece ona gore daha az ¢esitlilik igerdigini ve SY 4 numarali 6rnege gore de daha
yliksek oranda cesitlilik igerdigi goriilmektedir. Burada Ornekleme bagli olarak bir
cesitlilik s6z konusu olabilecegi diisiiniilse de drnekler arasinda literatiire baktigimizda

bu sonucu destekleyen ¢alismalar gorememekteyiz [107, 108].

B sy_1_16s
B sy 4 16s

B sy _6_165

Number of Distinct Features

0 500 1000 1500 2000

Sequencing Depth

Sekil 12: Kemik ve dis 6rneklerinin alfa ¢esitlilikleri
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Beta c¢esitlilik ise, farkli habitatlar veya Orneklem noktalar1 arasindaki mikrobiyal
topluluklarin farkliliklarin1 6lger. Bu Olgiim ise, bir habitatin i¢indeki mikrobiyal
cesitliligin dagilimindaki degisiklikleri ve farkli habitatlar arasindaki benzersizlikleri
temel bilesenler analizi iizerinde (PcoA) diizlemsel olarak yansitmaktadir. Bu analiz, tiir
kompozisyonu ve yapisal farkliliklarin degerlendirilmesini igermektedir. Yiiksek beta
cesitliligi, farkli habitatlar arasinda belirgin farkliliklarin oldugunu ve her bir habitatin
kendine 6zgiin bir mikrobiyal topluluk barindirdigini ifade ederken, diisiik beta ¢esitliligi,
habitatlar arasinda daha az fark oldugunu ve mikrobiyal igerigin birbirine benzer
oldugunu ifade etmektedir [106].

Asagida yer alan temel bilesenler analizine baktigimizda ise beta gesitliliginin SY 6
numarali ornekte ¢ok daha yiiksek oldugu ve diizlemde en sagda konumlandigim
gérmekteyiz. Bu sonug ile de SY 6 numarali 6rnegin hem mikrobiyal ¢esitlilik hem de
alfa cesitliligine baktigimizda ayni1 sonuglari icerdigini gdrmekteyiz. Diger iki 0rnege
baktigimizda ise SY 1 numarali 6rnegin alfa cesitlilikteki sonucu gibi yiiksek mikrobiyal
cesitlilige sahip oldugunu gorebilmekteyiz. Temel bilesenler analizindeki SY 1 numarali
ornegin SY 4 numarali 6rnege gore daha dikey ve yukarida konumlanmasi da bize SY 4
numarali érnekten daha yiiksek mikrobiyal ¢esitlilige sahip oldugunu gosterirken, PcoA
da solda konumlanmasi da SY 6 numarali 6rnege gore daha az mikrobiyal cesitlilige
sahip oldugunu gostermektedir. Bu da analizler arasindaki matematiksel hesaplamalardan

bagimsiz olarak sonuglarin ayni oldugunu gostermektedir.

PC2 (1’*4 %)
Il
PC3 (0 G@u) PC1(86.46 %)
. SY_1_16S
. SY_4_165
SY_6_165

Sekil 13: Kemik ve dis 6rneklerinin beta ¢esitliligi
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Analizlerin gesitliligini artiran bir diger yaklasim ise filogenetik agactir. Burada 3 6rnek
arasinda ¢izilen filogenetik aga¢ da alfa ve beta gesitlilik analizleri gibi SY 6 dis
numarali 6rnegi daha dis grup ve SY 1 ve SY_4 numarali 6rnekleri ise birbirine yakin i¢
grup olarak gdstermektedir. Asagida yer alan filogenetik aga¢ semasindan da
gordiigiimiiz tizere 0rneklemlerdeki farkliligin kemik 6rneklerine oranla dis 6rneklerinde

daha kapsayici mikrobiyal ¢esitlilik oldugunu gérmekteyiz.

286.9462

5Y6165

q 1219179

Y1165

159.0283

1219179

5Y4165

Sekil 14: Kemik ve dis 6rneklerinin filogenetik agaci

Ayn1 mezardan ve gdmiiden ele gegirilen SY 6 dis ve bu bireye ait kafatasi icerisinden
elde edilen toprak orneginde (SY 6 torak) mikrobiyal cesitlilik analizi yapilmis ve bu
analiz ile ayn1 mezar icerisinde gorece dis etmenlere daha kapali olan kafatasi icerisindeki
toprak ve bireye ait olan molar digin mikrobiyal igerik dagilimina Silva NGS ile
bakilmigtir. Bu analiz sonucunda dis 6rnegine ait 8273 OTU okumasi, toprak drneginde
ise 4115 OTU okumasi bulunmustur. Bu OTU okumalari tizerinde taksonomik olarak
inceleme yapildiginda ise birbirinden farklilik gosterdigi sekil 15°te gosterilmistir. Dis
orneginde baskin olan Firmucutes iken, Toprak 6rneginde baskin olan Actinobacteriota
oldugu bulunmustur. Bu bakteriler arasindaki iliskiye bakildiginda ise Actinobacteriota
ve Firmicutes, insan bagirsak mikrobiyomunda yaygin olarak bulunur. Ozellikle
Firmicutes'in, obezite ile iliskili oldugu, Actinobacteriotanin ise saglikli bir bagirsak

mikrobiyomu i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir.
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Sekil 15: SY 6 numarali dis ve toprak drnegine ait mikroorganizma cesitliligi

Diger yandan kemik ve dis drneklerinin sube diizeyindeki c¢esitliligine baktigimizda ise
Sekil 16°da da goriildigii tizere, iceriden digartya SY 1, SY 4 ve SY 6 seklinde siralanan
orneklerin diger cesitlilik analizlerinde oldugu gibi SY 1 ve SY_4 arasindaki benzerligin
SY 6 ile olan benzerlikten daha fazla oldugu goriilmektedir.

Bu taksonomik degerlendirmeyi smif diizeyinde yaptigimizda da Sekil 17°de de
goriildiigii lizere, igeriden disariya SY 1, SY 4 ve SY_6 seklinde siralanan 6rneklerin
diger ¢esitlilik analizlerinde oldugu gibi SY 1 ve SY 4 arasindaki benzerligin SY 6 ile

olan benzerlikten daha fazla oldugu goriilmektedir.
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kemik ve dis 6rneklerinin sube cesitliligi

Ok_ Bacteria;p_ Actinomycetota DOk_Bacteria;p_ Bacillota Ok_ Bacteria;p__Acidobacteriota
O k_ Bacteria;p__Planctomycetota Ok_Bacteria;p_ Pseudomonadota O k_ Bacteria;p_ Bacteroidota
Ok_ Bacteria;p__Lentisphaerota @k_Bacteria;p_ Mycoplasmatota Ok_ Bacteria;p_ Fusobacteriota

Ok_ Bacteria;p__Cyanobacteriota Ok_Bacteria;p_ Synergistota

Sekil 16: Kemik ve dis 6rneklerinin sube ¢esitliligi
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kemik ve dis 6rneklerinin sinif gesitliligi
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Sekil 17: Kemik ve dis 6rneklerinin sinif ¢esitliligi
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Sekil 18: Toprak 6rneginin sube ¢esitliligi

Sekil 18’de toprak oOrnegine ait taksonomik cesitlilik goriilmektedir. Burada
kiiltiirlenmeyen tiirlerin yan1 sira Actinomarinales, Mycobacterium, Actinobacteriota,
Xanthobacteraceae, Bacillus huizhouensis, Gammaproteobacteria, Rokubacteriales ve
Solirubrbacterales goriillmektedir. Actinomarinales, Actinobacteriota filumuna ait bir
bakteriyel siradir. Bu grup, deniz ortamlarinda yaygin olarak bulunur ve deniz
ekosistemlerinde onemli rol oynar. Genellikle organik maddeyi pargalayarak besin
dongiistine katkida bulunurlar. Mycobacterium, Actinobacteriota filumuna ait bir cinstir.
Bu cins, birgok Onemli patojen igerir. Veba ve ciizzam etkeni olan cinstir, ancak
analizlerde tiir dlizeyinde rastlanmamistir. Bu bakteriler, yiiksek lipid igerigi nedeniyle
asidorezistan Ozellik gosterirler ve yavas biylirler. Actinobacteriota (eski adiyla
Actinobacteria), yiksek G+C igerigine sahip Gram-pozitif bakterileri iceren genis bir
filumdur. Toprak, su ve insan mikrobiyomunda yaygin olarak bulunurlar.
Xanthobacteraceae, Alphaproteobacteria sinifina ait bir bakteri ailesidir. Genellikle azot
fikse eden ve ¢esitli ¢evresel nislerde bulunan bakterileri igerir. Cogu tiirii serbest yasayan
azot fikse edicilerdir ve organik maddeleri parcalama yetenegine sahiptirler. Bacillus

huizhouensis, Bacillaceae ailesine ait bir Bacillus tiridiir. Gram-pozitif, spor olusturan
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ve genellikle toprakta bulunan bir bakteridir. Tiir hakkinda spesifik bilgi sinirlidir, ancak
genel  Bacillus ozelliklerini tasir: Spor  olusturma  yetenegi = ve
cesitli organik maddeleri metabolize edebilme. Gammaproteobacteria, Proteobacteria
filumunun bir smifidir. Bu sinif, birgok 6nemli patojen ve c¢evresel bakteriyi igerir.
Onemli cinsleri; Escherichia, E. coli gibi énemli tiirler igerir. Pseudomonas, gesitli
cevresel niglerde bulunur ve bazi tiirleri patojendir. Rokubacteriales, yeni tanimlanmis ve
az bilinen bir bakteri grubudur. Cogunlukla toprak ve su gibi c¢evresel Orneklerde
bulunurlar. Heniiz tam olarak karakterize edilmemistir, ancak ¢evresel DNA analizleriyle
varliklar1 saptanmustir. Solirubrobacterales, Actinobacteriota filumuna ait bir bakteriyel
stiradir. Genellikle toprak bakterileridir ve organik maddeyi ayristirarak besin dongiisiine

katkida bulunurlar. Gram-pozitif ve yliksek G+C igerigine sahip bakterilerden olusur.

Tez kapsaminda kullanilan 6rnekler Burdur ili Kibyra Antik Kenti yerlesiminde bulunan
KBR’20 M46 (SY 1), KBR’20 M43 (SY _4), KBR’20 M45 (SY_6), KBR’14 3 nolu basit
oygu mezar (SY_7), KBR’14 kasa 8 (SY_8) ve KBR’14 KM-64 (SY_9) mezarlarindaki
iskelet ve KBR’20 M45 (SY_6) toprak 6rnegi antik DNA ¢alismalart i¢in secilmis ve
laboratuvarimiza gonderilmistir. Bu Orneklem gruplarinin secilmesi kemiklerdki
deformasyon izleri ve bu mezarlarin nekropol geleneginden farkli bir alanda
gomiilmesinden kaynaklidir.

Bu tez ¢aligmasinda 9 6rnegin DNA izolasyonu gergeklestirildi ve spektrofotometrik
Ol¢tim degerlerinde DNA konsantrasyonlari belirlendi. Bu dl¢timlerin ortalama degeri ise
yaklasik 33 ng/ul seklindedir. Kullanilan Quick-gDNATM Miniprep kit (Zymo Reserch)
ile yapilan izolasyonlarda yaklasik 50 ng/ul olmasi beklenen DNA igeriginin bu
calismada daha diisiik degerde olmasi, 6rneklerin Tung Donemine tarihlendirilmesi ve
ayni zamanda Orneklerin kire¢ ile kaplanmasindan kaynakli olarak DNA
konsantrasyonunun bu denli diisiin olmasini diisiindiirmektedir.

Toplamda 9 6rnekten 4 6rnek DNA dizilemesi icin se¢ilmistir. Bunlardan 3 tanesi dis ve
kemik 6rnegi olurken bir tanesi de dig 6rneginin bulundugu mezardaki bireyin kafatasi
icindeki toprak olarak secilmistir. Kemiklerin se¢ilmesinde morfolojik deformasyonlar
oncelik gostermektedir. Bunun yan1 sira ayni mezar i¢inden iki 6rneklem grubunun (dis
ve toprak) se¢ilme sebebi ise karsilastirmalarin yapilabilirligi agisindan ve 6n sonuglar

sunmasindan kaynaklanmaktadir.
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Bu tez ¢aligmasinda Illumina Novaseq platformu kullanilarak 6rneklerin .fq.gz uzantili
verileri elde edilmis ve bu veriler “awk 'NR%4==1{print ">"$0} NR%4==2{print $0}'
SY 1 16S 1.fq>SY 1 16S _1.fasta” kodu kullanilarak fasta formatindaki ham datalar
elde edilmistir. bu elkde edilen datalar SilvaNGS programi ve QIIME 1.9.1 versiyonu
kullanilarak analiz edilmistir. Metagenomik analiz sonucunda 4 6rnekten 2 alem, 11 sube,
28 sinif, 68 takim, 142 familya, 286 cins ve 499 tiir tespit edilmistir. taksonomik analiz
sonucunda elde edilen mikroorganizmalarin sube ve smiflari bu tez kapsaminda
degerlendirildi ( Sekil 16-17). Bal’in (2019) tez ¢alismasinda Illumina MiSeq sistemi
kullanilarak elde edilen dizileme verilerinin metagenomik analizlerini QIIME ile 8 6rnek
icerisinde toplam 2 alem, 37 sube, 112 sinif, 211 takim, 336 familya, 468 cins ve 505 tiir
tespit edilmis. Bir diger ¢alismada Kim ve dig. nin (2018) Cin lahanasi lizerindeki patojen
mikroorganizmalar1 tespit etmeyi amacladii c¢aligmada, Illumina MiSeq sistemi
kullanilarak elde edilen dizileme verilerinin metagenomik analizlerini QIIME ile
yapilmistir ve sonucunda biitiin 6rneklerden toplam 29 sube, 169 takim, 322 familya ve
767 cins tespit edilmis.

Tez kapsaminda elde edilen taksonomik analiz sonuglarina gore dizilenen 4 Ornekte
goriilen en yliksek mikroorganizma yogunlugu kemik, dis ve toprakta farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar simiflandiklart  taksonomiye gore degiskenlik
gostermektedir. Dis ve toprak 6rneginde Actinomycetota subesine ait olan taksonomik
icerik diger kemiklere oranla yiiksek ¢ikmistir. Burada iki 6rnegin ayni mezar igerisinde
olmast bu benzerligin bir kanit1 olmakla birlikte daha detayli taksonomik gruba
bakildiginda ise dis Orneginde firmicutes oraninin yiiksek, toprak Orneginde ise
Actinobacteriota oraninin yiiksek oldugu Sekil 15’te goriilmektedir. Actinomycetota,
yiiksek G+C icerigine sahip Gram-pozitif bakterilerden olusur.
Toprak ve su ortamlarinda yaygin olarak bulunurlar ve organik maddelerin ayrismasinda
onemli rol oynarlar. Bu da karbon ve diger elementlerin dongiisiinde kritik bir rol
oynamalarini saglar. Onemli tiirleri ve cinsleri: Streptomyces: Bu cins, antibiyotik iiretimi
ile tinltidiir. Streptomyces tiirleri, birgok 6nemli antibiyotigin (6rnegin, streptomisin,
tetrasiklin) dogal ftireticileridir. Mycobacterium: Bu cins, tiiberkiiloz (Mycobacterium
tuberculosis) ve ciizzam (Mycobacterium leprae) gibi ciddi hastaliklara neden olan
patojenleri igerir. Corynebacterium: Bu cins, difteri (Corynebacterium diphtheriae) gibi
hastaliklarin etkenidir. Nocardia: Toprakta bulunan ve bazen insanlarda enfeksiyonlara
neden olabilen tiirleri igerir. Tarim ve orman ekosisteminde dnemli bir yere ship olmasi

ve diger bakterilerden evrimsel olarak daha erken ayrilmasi gibi nedenler bu bakteri
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grubunun filogenetik olarak yakin olan bakterilerin tespit edilmesini zorlastirmaktadir
[110]. Diger kemik o6rneklerinde ise en yaygin olan grup Bacillota’dir (Sekil 16).
Bacillota 6nceden Firmicutes olarak bilinirdi. Bacillota, ¢esitli ¢cevresel nislerde bulunan
genis ve heterojen bir bakteri grubudur. Cogu Bacillota tiirii Gram-pozitif boyama
ozelligine sahiptir, yani hiicre duvarlari kalin peptidoglikan katmanina sahiptir. Bacillota,
diisiik G+C igerigi ile karakterize edilir. Onemli cinsleri ve tiirleri; Bacillus subtilis,
toprak bakterisi, genetik c¢alismalarda model organizma olarak kullanilir.
Bacillus anthracis, sarbon hastaliginin etkeni. Bacillus cereus, gida zehirlenmesine neden
olabilir. Clostridium botulinum: Botulizme neden olur.
Clostridium difficile, antibiyotikle iliskili ishal ve kolit etkenidir. Clostridium tetani,
tetanoz hastaligina neden olur. Lactobacillus acidophilus, sindirim sistemine faydalidir
ve probiyotik olarak kullanilir. Streptococcus pyogenes, bogaz enfeksiyonlarina, cilt
enfeksiyonlarina ve romatizmal atese neden olabilir. Streptococcus pneumoniae:
Pndmoni ve menenjite neden olabilir. Staphylococcus aureus, MRSA dahil olmak {izere
birgok enfeksiyonun etkenidir. Staphylococcus epidermidis, ciltte yaygindir, genellikle
zararsizdir ancak bagisiklig1 zayif kisilerde enfeksiyona neden olabilir. Bacillota iiyeleri,
toprak ekosistemlerinde organik madde ayrismasi ve besin dongiisiinde 6nemli rol oynar.
Insan viicudunda, 6zellikle bagirsak, ag1z ve cilt florasinda bulunur ve saglhig1 destekleyen
birgok islevi vardir. Bacillota iiyeleri, peynir, yogurt, ekmek gibi fermente gidalarin
iiretiminde kullanilir. Bacillota filumunda bir¢ok patojenik tiir bulunur. Bunlar, ¢esitli
hastaliklara neden olabilir ve bu hastaliklar bazen ciddi ve &liimciil olabilir. Ornegin,
Clostridium tetani tetanoz, Clostridium botulinum botulizm ve Bacillus anthracis sarbona
neden olur. Bacillota, genetik analizlere dayali olarak diisiik G+C igerigi ile karakterize
edilen ve farkli morfolojik ve ekolojik 6zelliklere sahip bakterilerden olusur. Filogenetik
olarak, Bacillota tiyeleri diger Gram-pozitif bakterilerden ayrilir ve kendi i¢inde biiyiik
cesitlilik gosterir. Bacillota filumu, ekolojik c¢esitliligi, biyoteknolojik uygulamalar1 ve
bazi liyelerinin patojenik 6zellikleri ile dikkat ¢ceken bir bakteri grubudur. Bu filum, insan
saglig1 ve ¢evre acisindan biiyiik 6neme sahiptir.

Genel olarak 4 6rnekte de bulunan gruplarin filogenetik olarak yakin olduklar1 ve ekolojik
niglerinin benzer oldugu ve tarim da insan sagliginda etkili organizmalar oldugunu
analizler sonucunda gordiik. Ancak ¢ok daha detayli incelemeler yapildiginda tiirlerin
cesitlendigi fakat patojen etmeni olan tiirlerden ziyade toprak bakterisi olarak literatiirde
yer alan bakteri tiirleri olduguna rastlanildi. Bu sonuglara hem Greengenes 13.8 hem de

NCBI Blast iizerinde verilerin ¢alisilmasi ve kontrol edilmesi ile ulasildi. Elde edilen
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Greengeness sonuglart ile olusturulan OTU dosyalar1 incelendiginde ve bu OTU
dosyalarina ait olan fasta dosyalari da hem SilvaNGS hem de NCBI Blast da
incelendiginde %97 ve %100 olarak ¢ikan sonuglar ¢oklu sistemler ile test edildi.
Sonuglar Sekil 7-11, 15-18 de goriildiigii gibi ayn1 ¢ikmugtir.

Orneklerde patojenik bir bakteri tiiriine rastlanmamis olmasi ise kemiklerdeki
deformasyonun patojen etmenleri tarafindan degil de mezarlarin {izerine uygulanan
kiregten kaynaklandigini 6n gorebiliriz. Bunun yani sira toprak pH ve mezarlarin su ile
olan temaslarin1 da g6z oniinde bulundurmak ve ¢aligmanin sonucunda neden patojen
etmenine rastlanmadigina acgiklik getirmektedir. Toprak bakterilerinde de tarimsal
alanlarda bulunan Actinomycetota ve siit yogurt gibi besinlerde bulunan Bacillota’nin ise
daha yiiksek oranlarda goriilme sebebi bu mezarlarin nekropoliin daimi olarak kullanilan
mezar alan1 disinda, yagam alani igerisinde olan kilise etrafinda bir yerde olmasi bu
bakteri tiirlerine rastlanmay1 aciklar niteliktedir. Bunun baglica sebepleri ise bu yerlesim
biriminin ge¢ doneme tarihlendirilmesi ve bu cografyanin (Goller Bolgesi) tarim

acisindan da verimli olmasindan kaynaklanabilmektedir [105].
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5. YORUM

Bu tez calismasinda arkeolojik insan kalintilari lizerinde gémii bigimlerine dayanarak
arkeolojik olarak ileri gelen siiphelerin molekiiler ¢aligmalar ile kanitlanmas1 hedeflendi.
Ancak genel sonuglar degerlendirildiginde 6rneklere ait mikrobiyal ¢esitliligin patojen
etmeni olan cins diizeylerinde bulunmadig1 ve buna bagh olarak da arkeolojik olarak
siiphe edilen paleopatolojik etmen izlerine rastlanilmadi kanitlanmistir.

Bu c¢alismada mikroarray ¢ip teknolojisinin tercih edilmemesi ve mikrobiyal g¢esitlilik
caligmalarinda bir demirbas calisma olan metagenomigin tercih edilmesi ileri siiriilen
kanitlarin etkisini artirmaktadir. 16S rRNA geninin V3-V4 bolgesinin c¢aligiimast ile tim
mikrobiyal igerik tespit edilmis ve alem, sube, aile ve cins diizeylerinde her bir 6rnege ait
mikrobiyal profl ¢ikartilmistir. Bu da olast patojen etmeninin gézden kacirilmadigini ve
mikrobiyal igeriklere cins diizeyinde bakildiginda toprak bakterisi oldugu ve toprakta
bulunan ve toprak ekosistemlerinde 6nemli bir rol oynayan bakteriler oldugu tespit
edilmigtir. Bu gruplar ise su sekilde siralanmaktadir; Actinomycetota, bacillota,
planctomycetota, bacteroidota ve fusobacteriota.

Bu tez calismasi ile birlikte arkeolojik yerlesim alanlarinda yer alan iskeletlerin
mikrobiyal icerik bakimindan ne denli zengin oldugu ve bu igeriklerin daha derin
caligmalarla, 6rnegin tim genom ¢aligmasi gibi, devam ettirildiginde o6lii gdmme
gelenekleri ve mikrobiyal icerik agisindan bir iligki olup olmadigi ve bu mikrobiyal
zenginligin de mezarlarin benzer lokalizasyonda olmasindan bagimsiz oldugu
goriilmektedir. Son yillarda metagenomik ¢alismalarin artigi ve antik DNA ¢alismalart ile
birlikte yapildig1 nadir caligmalara katki sunan bu tez ¢aligmasi iilkemizde yapilan baglica

tezler arasinda yerini almaktadir.
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