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Tag, i., Kompleks Hastaliklarla iliskili Genetik Varyasyonun Zaman-Serisi Genom
Dizileme Verilerinde Popiilasyon Genetigi Yaklasimlari ile incelenmesi, Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyoinformatik Programi Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2023. Genetik hastaliklar evrimsel siirecin bir Grini olarak ortaya ¢ikar.
Anatomik olarak modern insanin son 200.000 yillik demografik tarihi, buglin yaygin
gorulen hastaliklarla iliskili genetik yapiyr sekillendirmistir. Bu slirecte genomu
etkileyen evrimsel guglerin dinamiklerini zaman-serisi genomik veriler 1si§inda
anlamak miamkindir. Antik DNA zaman-serisi genomik bilgi saglama potansiyeline
sahiptir. Bu sekilde Uretilen genomik veriyle gliniimiizde yaygin goriilen hastaliklarla
ilgili genetik yapiyi etkileyen evrimsel giclerin calisiimasi mimkindir. Bu tez
kapsaminda, Obezite ve Tip 2 diyabet olmak lizere tim diinyada yiiksek prevalansa
sahip iki kompleks hastalikla iliskili genetik yapinin son 10.000 yili kapsayan degisim
dinamikleri arastirilmistir. Anadolu’dan yayinlanmis 319 antik ve 16 modern insan
genom dizileme verisi Obezite ile iligkili 18, Tip 2 diyabet ile iligkili 415 ve 1000 nétral
varyant icin analiz edilmistir. Tim genetik varyantlar icin giinimiiz, Neolitik (G.O.
10326-6700) ve Neolitik sonrasi (G.0. 7720-50) olmak uizere (i¢ farkh dénem igin
maksimum olabilirlik temelli bir yaklasimla alel frekans yoriingeleri belirlenmistir. Fsr
ile hastaliklarla iligkili varyantlar igin antik ve modern Anadolu populasyonlari
arasindaki genetik mesafe hesaplanmis ve elde edilen sonuglar evrimsel olarak nétral
bolgelerde yer alan varyantlarla karsilastiriimistir. Karsilastirilan ikili dénemler
arasinda alel frekanslarinin ve Fsr dagilimlarinin notral varyantlardan onemli Olglide
farklihk gosterdigi donemler; Neolitik ile Ginimiuz, Neolitik ile Neolitik Sonrasi
(p<0.05, ANOVA)’dir. Pozitif secilimi test etmek icin popiilasyon dal istatistigi (PDI)
hesaplanmistir. PDi sonucunda segilim sinyali yakalanan varyantlardan Neolitik'ten
glinimize alel frekansi artan Obezite ile iliskili bir, Tip 2 diyabet ile iligkili dokuz
varyant; Neolitik ve Neolitik sonrasi donemde alel frekansi artan Tip 2 diyabet ile
iliskili bir varyant bulunmustur. Bu varyantlardan rs35011184 ile iliskili gen TCF7L2,
secilime dair izler tasiyan Tip 2 diyabetle iliskili genlerden biridir. Anadolu antik ve
glinimiz popllasyonlari ileri zamanli genetik benzetim araci kullanilarak nétral
senaryo altinda modellenmistir. Uretilen sentetik genom verisi ile hesaplanan alel
frekans dagilimlari gercek veriden elde edilen frekanslar ile karsilagtirilarak nétral
model ile farklilik test edilmistir. Alel frekanslarinin Neolitik ile gliniimiiz arasindaki
artisinin noétral senaryo altinda gozlenen artistan daha yiksek oldugu bulunmustur.
Son 10.000 yilda Obezite ve Tip 2 diyabetle iliskili alellerin bir kisminin frekansinin
arttigi, bu degisimin notral bolgelere gére 6nemli dlglide farkhlik géstermesi ile bu
degisimin poligenik secilimin izlerini tasiyabilecegi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antik DNA, Obezite, Poplilasyon Genetigi, Diyabet

Bu tez TUBITAK BIDEB 2210-A, TUBITAK ARDEB 3501 (121Z025) ve Hacettepe
Universitesi BAP Koordinasyon Birimi (TYL-2022-19809) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Tag, i., Investigation of Genetic Variation Associated with Complex Diseases in
Time-Series Genome Sequencing Data with Population Genetics Approaches,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Departmans of
Bioinformatics Master's Thesis, Ankara, 2023. Genetic diseases are the products of
evolutionary process. The demographic history of anatomically modern humans over
the last 200.000 years has shaped the genetic structure associated with common
diseases. It is possible to understand the dynamics of evolutionary forces affecting
the genome in light of time-series genomic data. Ancient DNA provides time-series
genomic information. With the genomic data generated in this way, it is possible to
study the evolutionary forces affecting the genetic structure of common diseases. In
this thesis, we investigated the temporal dynamics of genetic structure behind
Obesity and Type 2 diabetes, two complex diseases with high prevalence worldwide
over the last 10.000 years. A total of 319 ancient and 16 modern human genome
sequencing data from Anatolia were analyzed for 18 Obesity-related, 415 Type 2
diabetes-related and 1000 neutral variants. Allele frequency trajectories were
determined for all genetic variants using a maximum likelihood-based approach for
three different periods: Neolithic (10326-6700 BC), post-Neolithic (7720-50 BC), and
present-day. The genetic distance between ancient and modern Anatolian
populations for variants associated with disease was calculated using Fst and the
results were compared with variants located in evolutionarily neutral regions. The
periods in which allele frequencies and Fst distributions differed significantly from
neutral variants among the compared binary periods were Neolithic and Modern,
Neolithic and Post-Neolithic (p<0.05, ANOVA). To test for positive selection, the
population branch statistic (PBS) was calculated. As a result of the PBS, among the
variants with selection signals, one variant was associated with Obesity and nine
variants were associated with Type 2 diabetes with increasing allele frequencies from
Neolithic to the present, and one variant was associated with Type 2 diabetes with
increasing allele frequencies in Neolithic and post-Neolithic periods were discovered.
Among these variants, TCF7L2, gene associated with rs35011184, is one of the genes
associated with Type 2 diabetes with traces of selection. Anatolian ancient and
modern populations were modelled under a neutral scenario using a forward-time
genetic simulation tool. The allele frequency distributions calculated with the
synthetic genome data were compared with the frequencies obtained from real data
and the difference with the neutral model was tested. It was found that the increase
in allele frequencies between the Neolithic and present-day was higher than the
increase observed under the neutral scenario. It has been shown that the frequency
of some of the alleles associated with Obesity and Type 2 diabetes has increased over
the last 10,000 years, and that this change may imply for polygenic selection.

Keywords: Ancient DNA, Population Genetics, Obesity, Diabetes Mellitus

This thesis has been supported by TUBITAK BIDEB 2210-A, TUBITAK ARDEB 3501
(1212025) and Hacettepe University Research Projects Unit (TYL-2022-19809).
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verilerinin veri lretilme yontemi ve okuma derinliklerine (X) gbre
dagihminin kutu grafigi ile gosterilmesi.
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4.5. Anadolu antik ve glinimiz dénemlerinden segilen bireylerin tasidigi

Obezite ve Tip 2 diyabet ile iligkili toplam risk alel sayilarinin kutu
grafigi ile gosterimi. Y ekseni log(10) tabanina gore
olgeklendirilmistir.

4.6. Neolitikten Neolitik sonrasi doneme risk alel frekans artisi (sol panel)

ve azalisi (sag panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet
(kirmizi) varyantlarinin nétral varyantlarin alel frekanslari (sar) ile
karsilastirilmasi. Obezite ve Tip 2 diyabet ile noétral alel
frekanslarinin  ortalamalari  Mann-Whitney U testi ile
karsilastirlmis ve Bonferroni dizeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina gére anlamli sonuclar (p-degeri < 0,05) kutu
grafikler Gzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve noétral
alel frekanslarinin dénemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile
karsilastirllmis  Bonferroni  diizeltmesi  sonucu  p-degeri
anlamliliklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri <0,05) kutu
grafikler Gzerinde gbsterilmistir.
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diyabet (kirmizi) varyantlarinin noétral varyantlarin alel frekanslari
(sari) ile karsilastiriimasi. Obezite ve Tip 2 diyabet ile notral alel
frekanslarinin  ortalamalari  Mann-Whitney U testi ile
karsilastirlmis  ve Bonferroni dlzeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu
grafikler Gzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve noétral
alel frekanslarinin dénemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile
karsilastinlmis  Bonferroni  dlzeltmesi  sonucu  p-degeri
anlamhilklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri <0,05) kutu
grafikler Gzerinde gosterilmistir.

4.8. Neolitikten glinimuze risk alel frekans artisi (sol panel) ve azalisi (sag

panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet (kirmizi)
varyantlarinin noétral varyantlarin alel frekanslari (sari) ile
karsilastiriilmasi. Obezite ve Tip 2 diyabet ile notral alel
frekanslarinin  ortalamalari  Mann-Whitney U testi ile
karsilastirlmis  ve Bonferroni dizeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu
grafikler Gzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve nétral
alel frekanslarinin dénemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile
karsilastirllmis  Bonferroni  diizeltmesi  sonucu  p-degeri
anlamliliklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri <0,05) kutu
grafikler Gzerinde gbsterilmistir.

4.9. Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlarin risk alelleri i¢cin donem

giftleri arasinda alel frekansi degisiklikleri. A panelinde Neolitik-
Neolitik sonrasi donem ciftleri, B panelinde Neolitik sonrasi
glinimiz donem ciftleri, C panelinde Neolitik ve glinimiiz donem
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giftleri incelenmektedir. Sol panellerde alel frekansinin artis
gosterdigi, sag panellerde alel frekansinin azalis gosterdigi Obezite
(mavi), Tip 2 diyabet (kirmizi) ve nétral (gri) ile iliskili varyantlarin
alel frekanslarinin dagilimlari gizgi grafigi ile gosterilmektedir.

4.10. Fenotip ile iliskili ve notral TNP’lerin Fsr dagihmlari. Kirmizi kesikli
dikey cizgi, notral TNP'lerin ortalama Fsr 'sini gostermektedir.
ANOVA testini takiben uygulanan Tukey testine gore noétral
TNP'lerden farkhlik gosteren (p degeri<0.05) fenotipler turuncu,
farklilik gostermeyen (p degeri> 0.05) fenotipler mavi ile
gosterilmistir. Kutu grafiklerinin sag tarafinda p degerlerini
gostermekte iken sol tarafinda TNP sayilarini temsil etmektedir.

4.11. Anadolu Neolitik, Anadolu Neolitik sonrasi ve Yoruba populasyonlari
arasindaki populasyon dal istatistigi analizi icin Manhattan grafigi.
Hedef popllasyon Anadolu Neolitik sonrasi ve dis grup Yoruba
secilmistir.

4.12. Anadolu Ginimiz, Anadolu Neolitik ve Yoruba popitlasyonlari
arasindaki populasyon dal istatistigi analizi icin Manhattan grafigi.
Hedef popllasyon Anadolu Ginimiz ve dig grup Yoruba
secilmistir.

4.13. Popiilasyon dal istatistigi ve Fsranalizi ile segilim izi yakalanan ve alel
frekans artisi gozlenen TCF7L2 genindeki varyantlarin risk alel
frekanslarinin degisimi.

4.14. Popilasyon dal istatistigi analizleri ile segilim sinyali yakalanan
varyantlarin risk alel frekans dagilimlari. A panelinde Anadolu
Neolitik sonrasi dalinda secilim sinyali yakalanan ve risk alel
frekansi degisimi gozlenen Ug¢ Tip 2 diyabet (kirmizi) varyantinin
frekans dagilimlari gizgi grafik ile gosterilmektedir. B panelinde
Anadolu gliniimiz dalinda dalinda segilim sinyali yakalanan ve risk
alel frekansi degisimi gozlenen 9 Tip 2 diyabet (kirmizi) ve bir
Obezite (mavi) varyantinin frekans dagilimlari ¢izgi grafik ile
gosterilmektedir.

4.15. ileri zamanli genetik benzetim ile Anadolu popiilasyonlarinda nétral
senaryo altinda hesaplanan alel frekanslarinin dagilimi. A
panelinde her dénem icin ortalama alel frekanslari kirmizi elmas
sekli ile gosterilmistir.

4.16. Neolitikten Neolitik sonrasi doneme risk alel frekans artisi (sol
panel) ve azalisi (sag panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2
diyabet (kirmizi) varyantlarinin ileri zamanli genetik benzetim ile
notral senaryo artinda hesaplanan alel frekanslari (acik sar) ile
karsilastirilmasi. Obezite ve Tip 2 diyabet ile benzetimle
hesaplanan alel frekanslarinin ortalamalari Mann-Whitney U testi
ile karsilagtirlmis ve Bonferroni dizeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu
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XVii

grafikler Uzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve
benzetimle hesaplanan alel frekanslarinin donemler arasi degisimi
ise Wilcoxon testi ile karsilagtiriimis Bonferroni diizeltmesi sonucu
p-degeri anlamhliklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri <0,05)
kutu grafikler Gzerinde gosterilmistir. 57

4.17. Neolitikten glinimize risk alel frekans artisi (sol panel) ve azalisi
(sag panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet (kirmizi)
varyantlarinin ileri zamanh genetik benzetim ile noétral senaryo
artinda hesaplanan alel frekanslari (agik sari) ile karsilastiriimasi.
Obezite ve Tip 2 diyabet ile benzetimle hesaplanan alel
frekanslarinin  ortalamalari  Mann-Whitney U testi ile
karsilastirlmis  ve Bonferroni dlzeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu
grafikler Uzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve
benzetimle hesaplanan alel frekanslarinin donemler arasi degisimi
ise Wilcoxon testi ile karsilagtiriimis Bonferroni diizeltmesi sonucu
p-degeri anlamhliklarina gore anlamli sonuglar (p-degeri <0,05)
kutu grafikler Gizerinde gosterilmistir. 58

4.18. Neolitik sonrasi donemden ginumize risk alel frekans artisi (sol
panel) ve azalisi (sag panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2
diyabet (kirmizi) varyantlarinin ileri zamanli genetik benzetim ile
notral senaryo artinda hesaplanan alel frekanslari (acik sar) ile
karsilastirilmasi. Obezite ve Tip 2 diyabet ile benzetimle
hesaplanan alel frekanslarinin ortalamalari Mann-Whitney U testi
ile karsilagtirlmis ve Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu
grafikler Uzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve
benzetimle hesaplanan alel frekanslarinin donemler arasi degisimi
ise Wilcoxon testi ile karsilagtiriimis Bonferroni diizeltmesi sonucu
p-degeri anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-degeri <0,05)
kutu grafikler Gzerinde gosterilmistir. 59

4.19. Anadolu antik ve modern donemlerinde minor alel frekans degerleri
hesaplanan nétral (turuncu) varyantlarinin ileri zamanlh genetik
benzetim ile noétral senaryo artinda hesaplanan alel frekanslari
(acik sar1) ile karsilastirilmasi. A panelinde Neolitik-Neolitik sonrasi
dénem ciftleri, B panelinde Neolitik sonrasi gliniimiz dénem
ciftleri, C panelinde Neolitik ve glinimiz doénem ciftleri
incelenmektedir. Notral ile benzetimle hesaplanan alel
frekanslarinin  ortalamalari  Mann-Whitney U testi ile
karsilastirlmis  ve Bonferroni dlzeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu
grafikler Gzerinde gosterilmistir. Notral ve benzetimle hesaplanan
alel frekanslarinin dénemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile
karsilastirlmis  Bonferroni  diizeltmesi  sonucu  p-degeri



anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-degeri <0,05) kutu
grafikler Gzerinde gosterilmistir.

4.20. Farkli varyant cagirma yaklasimlariile hesaplanan alel frekanslarinin
dagihmlari. ANOVA sonuglarini Tukey testi sonuglari takip
etmektedir ve anlamhlik seviyeleri kutu grafiklerinde
sunulmustur.
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1. GIRiS

Genetik, cevresel ve yasam tarzi faktorlerinin etkisiyle ortaya gikan ve tiim
diinyada insan popltlasyonlarinda yaygin gorilen hastaliklar kompleks hastaliklar
olarak tanimlanmaktadir. Bu hastaliklarla iliskili genetik yapinin anlasiimasi igin
yapilan arastirmalar, ayni anda birgok érnekten yiiksek verimli genomik verilerin kisa
sirede, daha az maliyetle Uretilmesini ve analizini saglayan yeni nesil dizileme
teknolojileri ile ivme kazanmistir (1). Bu gelismelere paralel olarak genom boyu
iliskilendirme calismalari ile (ing. Genome wide association study, GWAS) bu

hastaliklarla iligkili cok sayida varyant kesfedilmistir (2).

GUnUmuize kadar yapilan genom boyu iliskilendirme g¢alismalari Avrupa
popilasyonlari odakh oldugu icin (3, 4), Avrupa disindaki bolgelerde kompleks
hastaliklarla iliskili varyantlarin etki biiytklugi (ing. effect size), risk alelleri ve risk alel

frekanslarinin dagilimi hakkinda daha az sayida literatire ulagilabilinmektedir.

GWAS Catalog veri tabaninda vyayinlanan calismalara dahil edilen
popilasyonlarin  dagiliminin  esit olmadigi ve %83,19 orani ile Avrupa
popilasyonlarinin baskin oldugu gorilmektedir (5). Kompleks hastaliklarda, minor
alel frekansi (MAF) %5’ten yiksek ve hastalik tGzerindeki tekil etki blyuklugu disik
olan varyantlarin poligenik kalitimla kimdilatif olarak hastalik riskini arttirdigi bir

sureg gorulmektedir (6, 7).

Hem hastaliklarin  toplumdaki vyayginligt hem de hastaliklarla iliskili
varyantlarin frekansinin ortalama veya yiliksek olmasi distnildiginde hangi
evrimsel glclerin bu hastaliklarla iliskili genetik varyasyonu etkiledigi ve bu
hastaliklarin neden gliniimizde yaygin olabilecegi evrimsel biyoloji alaninda temel
sorulardan biridir. Bu dogrultuda bugline dek modern insan genomlari ile kapsamli

arastirmalar yuratilmastar.

Antik DNA temporal genomik bilgi Ureterek genomda etki eden evrimsel

glclerin dinamiklerini belirlememize olanak saglar. Paleogenetik yaklasimlarla



uretilen temporal (zaman-serisi) veri setleri ile populasyonlarin zaman iginde degisen
alel frekans yoriingeleri incelenebilir, boylelikle genomun vyalnizca statik anlik
goriintlsu ile erisilemeyen bilgilere ulasiimaktadir (8, 9). Bu tez calismasinda gevresel
ve kiltirel faktorlerden etkilendigi bilenen ve glinimiizde Tirkiye’de yaygin bir halk

sagligl problemi olan Obezite ve Tip 2 diyabet secilmistir.

Bu tez kapsaminda ilk defa bu iki hastalikla iliskili genetik yapinin Anadolu’da
son 10.000 yillik stirecteki degisim dinamikleri, paleogenomik, poplilasyon genetigi
ve ileri zamanh genetik benzetim yaklasimlari ile arastirilmistir. Yayinlanmis antik
genomik veriler ile Anadolu igin giinimize kadar olusturulmus en kapsamli veri seti
olusturularak, dusiik okuma derinlikli antik genomik verilerden maksimum verimi
almamizi saglayan alel frekansi hesaplama ve secilim analizleri yontemleri
kullanilarak Obezite ve Tip 2 diyabetin neden yaygin olduguna dair uzun sire

tartisilan hipotezlerin dogrudan test edilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. insan Genomu ve Genetik Varyasyon

DNA (deoksiriboniikleik ait), adenin, sitozin, guanin ve timin bazlarin olusan
cift iplikli bir molekildir. Cift iplik boyunca yaklasik 3,2 milyar eslesen ikili baz gifti
bulunur. Bu baz ciftlerinin birkag ylz baz ciftinden 2,4 milyon baz ¢iftine kadar cesitli
kombinasyonlari genleri olusturur. insan genomu, hiicre ¢cekirdeginde 23 ¢ift, 2n=46,

kromozomdan olusmaktadir.

Genler DNA molekiliiniin fonksiyonel birimleridir. En giincel GRCh38.p14
genom derlemesi itibariyle proteinleri kodlayan 67.007 gen bulunmaktadir. Genler
kodladiklari proteinler araciligi ile hiicre yapilari, metabolizma gibi slreclere dabhil
olurlar. DNA (zerindeki degisiklikler metabolizma ve fenotip gibi silireclerde
degisikliklere neden olabilmektedir bu ylizden insan DNA’sini anlamak ve olasi

degisiklikleri tanimlayabilmek oldukca 6nemli hale gelmektedir.

insan genomunda kromozomlarin neredeyse tiim genetik iceriginin dizileri
1990-2003 yillari arasinda yiiriitiilen ve uluslararasi bir is birligi olan insan Genom
Projesi (ing. Human Genome Project, HGP) ile belirlenmis ve kamuya acik hale
getirilmistir  (10). Bu proje ile, insan genomunun dizisinin belirlenmesi,
kromozomlarinin baslica bolimleriigin genlerin lokasyonlarinin haritalanmasi ve elde
edilen genetik bilginin analiz edilmesi igin arastirma araglari gelistirilmesi
amaclanmistir (11). insan Genom Projesinin tamamlanmasindan giinimiize, insan
genetik varyasyonunu anlamayi amaglayan birgok baska proje baslatiimistir: HapMap
Projesi, 1000 Genom Projesi gibi (12-14). Tim bu projeler, insan genomuna dair

onemli bilgi saglamistir.

Genomun anlasiimasiyla birlikte hastaliklarla iliskili genetik yapinin
anlasiimasina yonelik calismalar artmistir. Alel, genomda belirli pozisyondaki genetik
dizinin bir veya daha fazla versiyonunu anlatir ve popilasyondaki en yaygin ikinci

alelin frekansi minor alel frekansi olarak tanimlanmaktadir. Genis kapsamli olarak



varyant DNA sekansindaki degisiklikleri ifade etmektedir. Sayet DNA dizisindeki bu
tek niikleotid varyasyonu populasyonun en az %1’inde gorulirse bu durum da tek

nikleotid polimorfizmi (TNP) olarak adlandiriimaktadir.

Alel frekansi, bir alelin ilgili popilasyondaki sikligini gosteren bir niceliktir.
Kompleks hastaliklarin toplumdaki yayginligi ve iliskili varyantlarin frekansinin
ortalama veya vyuksek oldugu duslintldigiinde hangi evrimsel giclerin bu
hastaliklarla iliskili alel frekansini etkiledigi ve bu hastaliklarin neden glinimiizde

yaygin olabilecegi evrimsel biyoloji alanindaki temel sorulardan biridir.

2.2. Kompleks Hastaliklar

Kompleks hastaliklar; genetik ve gevresel faktorlerin etkisi altinda ortaya
cikmaktadir. Bu hastaliklarla iliskili genetik varyantlarin cogunlukla minér alel frekansi
%5’ten yliksek ve fenotip lGzerindeki tekil etki buyakligi dusiik oldugu bilinmektedir.
(6, 15, 16). Glinumuizde insanlari biylik olcliide etkileyen metabolik, psikiyatrik ve
otoimmiin hastaliklar gibi hastaliklarin 6nemli bir ¢cogunlugu ve boy uzunlugu, cilt

pigmentasyonu gibi fiziksel 6zellikler kompleks fenotiplerdir (17-21).

Kompleks hastaliklarla iliskili genetik yapiyi anlamaya yonelik arastirmalar,
yeni nesil dizileme (ing. Next Generation Sequencing, NGS) teknolojilerindeki
gelismelere paralel olarak ivme kazanmistir. Yeni nesil dizileme, tim genomdaki
nikleotit dizisini yiksek verim ve yuk hiz ile belirlemeyi saglamaktadir ve Sanger
dizilemeden sonra ortaya ¢ikan tim dizileme teknolojilerini kapsamaktadir (22). Bu
teknolojiler kullanilarak yirutilen genom boyu iliskilendirme galismalari ile kompleks
hastaliklarla iliskili oldugu bilinen genetik varyantlar kesfedilmistir (1, 7, 23). Genom
boyu iliskilendirme c¢alismalari, bireysel fenotipleri tahmin etmek, hastalikla iliskili
varyantlari belirlemek ve kompleks hastaliklarin genetik arka planini anlamak igin
kullanilmaktadir. GBI calismalari ile kesfedilen varyantlar, ‘GWAS Catalog’ gibi cesitli
kullanicilarin kolay arama yapabildigi, gorsellestirilebilen ve diger kaynaklarla entegre
edilebilen veri tabanlarinda saklanarak kullanicilara sunulmaktadir (24). ‘GWAS

Catalog’, Avrupalilar, Gliney ve Dogu Asyalilar, Afrikalilar, Hispanik-Latin Amerikalilar



dahil olmak Uzere cesitli popilasyonlar icin GBIC ile kesfedilen genetik iliskileri
icermektedir (2). GWAS Catalog’da 6367 arastirma ve 516944 genetik iliski
bulunmaktadir (https://www.ebi.ac.uk/GWA/, erisim tarihi Mayis 2023).

Kompleks hastaliklarin genetik arka planini agiklamaya dair ¢esitli hipotezler
bulunmaktadir (20, 25-27). Bunlar arasinda en yaygin hipotez ayni zamanda genom
boyu iliskilendirme galismalarinin da altinda yatan mantik olan yaygin hastaliklarin
populasyonun %1-5’inden fazla bulunan diisiik penetransa sahip (ilgili varyanta sahip
tasiyicinin fenotipte gésterme olasiligi) alellik varyantlarla aciklanabilecegini sdyleyen
“yaygin hastalik-yaygin varyant” hipotezidir (27-30). Bu gorisin rakibi olarak “yaygin
hastalik-nadir varyant” hipotezi mevcuttur. Yaygin hastalik-nadir varyant hipotezi,
poplilasyonda yaygin olan (%1-5'ten yiksek prevalans) hastaliklarla iliskili stirecte cok
sayida vyiksek penetransa sahip nadir varyantin genetik duyarliiga katkida

bulundugunu savunmaktadir (31, 32).
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varyantlarini tanimlanmistir. Sol bdlgede, tim genom dizilimi ile daha kolay tespit

edilebilecek nadir risk varyantlarini gosterilmektedir.

Daha kapsamli bir model olarak Omnigenik model genleri fenotipe nedensellik
acisindan yakinliklarina gore gruplamaktadir. Bu modele gore gen Grinlnin fenotip
Uzerinde dogrudan etkisi olan cekirdek genler lizerinde yer alan ¢ekirdek varyantlar
kalitimin az bir miktarini agiklarken; cekirdek genlerle bir etkilesim agi icinde olan
periferal varyantlar kalitsalligi daha c¢ok acgiklamaktadir (15, 33). Kompleks
hastaliklarla iliskili varyantlarin frekansi ve etki buyukligli popilasyonlar arasinda
farkhlik gdstermektedir (34). Bugiine kadar yapilan GBI ¢alismalari cogunlukla Avrupa
popilasyonlari ile sinirh kalmistir (3, 4, 35), GWAS Catalog’da yayinlanan c¢alismalara
dahil edilen popilasyonlarin dagiliminin esit olmadigi ve %83,19 orani ile Avrupa
populasyonlarinin baskin oldugu gorilmektedir (5). Dolayisiyla Avrupa disindaki
bolgelerde kompleks hastaliklarla iliskili varyantlarin etki biiyikligi (ing. Effect size),

risk alelleri ve risk alel frekanslarinin dagilimi hakkinda bilgimiz sinirlidir.

2.3. Obezite ve Tip 2 Diyabet

Bu tez kapsaminda glinlimiiz Tirkiye popilasyonunda Obezite ve Tip 2
diyabet olmak Uzere iki farkli kompleks hastalikla iliskili genetik yapinin temporal
degisimi arastirilacaktir. Obezite, viicut agirhiginin ve adipoz dokunun bircok olumsuz
saglik sorununu tetikleyecek 6l¢lide atmasi ve yetiskinlerde viicut kitle endeksinin 30
ve daha yliksek olmasi olarak tanimlanir (36-38). Tip 2 diyabet kronik hiperglisemi ile
karakterize olan pankreasin yeterince insilin hormonu sentezleyemedigi veya
sentezlendigi durumlarda hedef hiicrelerin insiline yeterli 6lclide tepki vermedigi

durumlarda ortaya ¢cikan metabolik bir hastaliktir (39).

OECD (iktisadi Isbirligi ve Gelisme Teskilati) verilerine gére Tirkiye’de 2017
yilinda 15 yas Usti asiri kilolu ve obez niifus yiizdesi %28,8’dir (40), TUIK (Tirkiye
istatistik Kurumu) 2019 verilerine gére kadinlarin %30,4’(iniin obez &ncesi ve
%24,8’'inin obez oldugu erkeklerde ise bu oranlarin %39,7 ve %17,3 olarak degistigi
bildirilmistir (41). Turkiye’de Tip 2 diyabet prevalansi 2013 yilinda %16,5 olarak



bulunmustur (42) . OECD 2018 verilerine gore; oOlglilen 15 yas ve Ustl Olclilen obez
nifus ylzdesi Sili %74,2, Amerika Birlesik Devletleri %71, Yeni Zelanda % 66,8, Tirkiye
% 64,4, Birlesik Krallik %64,3, Kanada % 59,1, Fransa % 49 olarak agiklanmistir (41).
Kalitim oranlari Obezite icin %40-%70 ve Tip 2 diyabet icin sirasi ile ve %20-%80
araligindadir (43). Tip 2 diyabet ve komorbiditelerin neden oldugu yliksek 6lim
oranlari ile iliskilendirilen Obezite (44) genetik arka plan, yasam tarzi ve gevrenin
ortak etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Mayis 2023 itibari ile GBIC GWAS Catalog’da
Obezite (EFO_0001073) ile iligskili 45 c¢ahsma ve 294 iliski, Tip 2 diyabet
(MONDO_0005148) ile iliskili 224 c¢alisma ve 5348 iliski girilmistir
(https://www.ebi.ac.uk/gwas/home, erisim tarihi 17 Mayis 2023). Metabolizma ile
iliskili bu iki kompleks hastaligin ginimizde hala yaygin goérilmekte olmasini

actklamak icin farkli evrimsel hipotezler 6ne strilmustir.

Tutumlu gen hipotezi. Obezite ve Tip 2 diyabetin giiniimiizde prevalansinin
ylksek olmasimi agiklayan hipotezlerden biri tutumlu gen hipotezidir (Ing. Thrifty
Gene Hypothesis) (45). Insan topluluklar1 avci-toplayici olarak yasadiklar: dénemde
cok sayida birbirini takip eden kitlik ve bolluk dongiilerine maruz kalmiglardir. Bu iki
ug ¢evresel faktorle basa ¢ikabilen bireylerin hayatta kalma sansi daha yiiksektir. Bu
bireylerin iizerindeki se¢ilim baskisi enerji kaybini en aza indirip tasarruf yaparak
bolluk dénemlerinde enerjiyi yag olarak depolamalarina ve sonraki kitlik déneminde
yag seklinde depolanan enerjinin hayatta kalmay1 kolaylastirmasina dayanir. Neel
tarafindan Tutumlu Genotip (45) olarak agiklanan bu hipotezin 6nermesi, dogal
secilim ile besini depolama ve kullanma konusunda verimli olacak sekilde
evrimlestigimizdir. Chakravarthy ve Booth (2004), fiziksel aktivite- dinlenme
dongiisiiniin kitlik-bolluk dongiisii kadar 6nemli oldugunu vurgulamistir (46). Avci-
toplayic1 toplumlarda yiyecek aramanin fiziksel aktivite ile baglantili olmasi bu
konuda yetenekli bireylerin hayatta kalarak genlerinin aktarilmasma neden olur.
Viicudun bolluk ve egzersiz sonrasi dinlenerek toparlanma asamasinda verdigi tepki
benzerdir. Sekil 2.2.’de sematize edilen bolluk-kitlik/egzersiz-dinlenme ddngisiine
gore dinlenerek toparlanma siiresince yag asidi oksidasyonunu azaltirken kan

glikozunu, insiilini ve kas glikojen seviyelerini artirmaktir. Kitlik ve egzersiz sirasinda



ise kan glukozu, insiilin ve glikojen seviyeleri diiserken yag asidi oksidasyonu artar
(47).

Tarih boyunca ¢ogunlukla insan igin avantaj olan bu adaptasyon siirekli besin
bollugunun, yiiksek kalorili diyetlerin ve dislik aktivite seviyesinin oldugu modern
toplumlarda avantaj olmaktan ¢ikip Obezite ve Tip 2 diyabet gibi insllin direnci ile

iliskili metabolik hastaliklarin gérilmesine neden oldugu disinilmektedir (46, 48).

TUTUMLU GENOTIP

TUTUMLU DEPOLAMA

Sonraki kitlik-egzersiz
doneminde hayatta kalma
sansinin artmasi

Kan glikozu, insiilin ve kas
glikojen seviyeleri artarken
yag asidi oksidasyonu
azalir.

Kan glikozu, insilin ve
glikojen seviyeleri
diserken yag asidi
oksidasyonu artar.

Sekil 2.2. Bolluk-kitlik/egzersiz-dinlenme dongllerinde vicutta meydana gelen
reaksiyon.

Siiriiklenen gen hipotezi. Tutumlu gen hipotezine yonelik bir elestiri, siddetli
bolluk- kithk dongilerinin  varsayildigi  siklikta yasanmamis olabilecegidir.
Speakman’in siriiklenen gen hipotezine (ing. Drifty Gene Hypothesis) (49) gére,
erken insan populasyonlarinin predatorlerle yasadiklari siire¢ boyunca av olmamak
icin kilo almama agisindan segilim baskisi altinda oldugunu 6ne slirmustir. 2 milyon
yil 6nce insan atalarinin ates ve silah kullanma becerileri gelistikce secilim baskisinin
kaybolmasina neden olmus ve bu da metabolizmay! diizenleyen ve kilo alma-
sismanhk Ust sinirini kontrol eden regilator sistemlerin kodlandigl genlerde genetik
siriiklenme ile glinimizde obezite prevelansinin yiiksek seyretmesine neden

olmustur (50). GUniimiz popllasyonlarinin genomik verilerini kullanarak kompleks



hastaliklar  Gzerindeki segilimi incelemedeki son ¢alismalar umut verici
gortinmektedir. Uzun yillar Gzerinde tartisilan bu iki hipotez de glinlimtiize kadar alel
frekansi ve haplotip bazl secilim testleri ile giinimiz popilasyonlari {izerinde

incelenmistir.

2.4. Hastaliklarin Genetik Arka Planini Etkileyen Evrimsel Siiregler

Hastaliklarin olusumu evrimsel sirecler perspektifinden incelendiginde,
degisen cevre kosullari nedeniyle olusan segilim baskisi ginimiz popdulasyonlarinin
genetik cesitligini ve bircok hastalikla iliskili varyantlari sekillendirmistir (20, 51). insan
evrimsel tarihinin son 100.000 yili incelendiginde yaklasik 100.000 yil 6nce Afrika’dan
cikarak Avrasya ve zamanla dilinyanin geri kalanina yayildiklari bu slrecte de
introgresyon, darbogaz ve poplilasyon genislemesi gibi demografik olaylarin
poplilasyonun genetik yapisini sekillendirdigi bir siire¢ gorilmektedir (20). Hizla
degisen cevre kosullarina adaptasyonda yasanan zorluklar potansiyel evrimsel

uyumsuzluk (ing. Mismatch) olusturmustur (52, 53).

Son 10.000 yilda Neolitiklesme ile insanlarin yeni ortamlara maruz kalmasi,
tarim ve kentlesme gibi yasam tarzi degisikliklerine, yeni beslenme aliskanlklari
edinmelerine ve yeni kiltirel normlarla tanismalari adaptasyon icin bir firsat
olusturmustur (54-57). Antik DNA calismalarinin ilerlemesi hem insan atalarinin
genetik yapisi hakkinda hem de o doénemki cevresel kosullar hakkinda bilgi

edinilmesini saglamistir.

Bu calismalar sayesinde hizli degisen cevresel faktorlere kiyasla genetik
degisimin bu hizi yakalayamamasi ve yeni hastalik modellerinin ortaya ¢ikisini
gorebilmekteyiz. Lokal adaptasyonun popilasyonlar arasi fenotipik farklarin evrilmesi
acisindan 6nemli katkida bulundugu, populasyonlarin diyetlere, patojenlere ve ortam
sicakliklarina yerel adaptasyon gosterdikleri bilinmektedir (20, 58). Beslenme ile ilgili
glinimiz cesitli insan popllasyonlarinda lokal adaptasyondan etkilenen farkli genler
oldugu bilinmektedir. Lokal adaptasyon genetik degisimle bir popilasyondaki

bireylerin yerel cevrelerinde ayni tirin diger popilasyonlarindan ortalama daha
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yiksek uyum giiciine (ing. Fitness) sahip olmalar ile gérilmektedir. Zamanla
poplilasyonlar arasinda genetik ve fenotipik farklilasmaya yol acan dogal secilim ile
yonlendirilir (58, 59). Ornegin Avrasya ve Afrika popiilasyonlarinda laktaz direnci ile
iliskili LCT (60, 61) ve cinko seviyeleri ile iliskili SLC30A9 ve SLC39A8 (61, 62);
Avrupalilarda ergotiyonin eksikligi ile iliskili IBD5 (63, 64) ve disik demir seviyeleri ile
iliskili HFE (65, 66), Asyalilarda alkol tiketimi ile iliskili ADH1B (67, 68) geni gibi.

Belirli bir poptlilasyondan bagimsiz beslenme aliskanliklari ile yapilan bir diger
calismada yliksek nisasta tliketimine sahip popiilasyonlarin, dislik olanlara kiyasla
ortalama daha fazla AMY1 (tukdrik amilaz geni) kopyasina sahip oldugu
bulunmustur. Neolitiklesme ile tarimla ilgilenen topluluklarda ve kurak ortamda
yasayan avci-toplayici topluluklarda nisasta tliketiminin ayirici 6zelliklerden birisidir.
Yiiksek AMY1 kopya sayilarinin nisastali gidalarin sindirimine yardimci olarak bagirsak
icin koruyucu tampon gorevi gormektedir. Perry ve arkadaslarinin kopya sayisi
degisikliklerinin pozitif secilim 6rnegi olarak bildirdigi bu ¢alisma insan genomunda

bulunan ilk 6rneklerden birisidir (69).

Klglk oOlcekli mikro evrimsel slireclerde popllasyondaki alel frekansi
degisimini etkileyen Ui¢c temel evrimsel siirecten bahsedebiliriz: gen akisi, genetik

suriklenme ve dogal segilim (51).

Gen akisi, bir popilasyondan digerine alellerin gog yolu ile aktariimasidir. 1943
yilinda Wright tarafindan ortaya atilan Mesafeye Goére izolasyon (ing. Isolation By
Distance, IBD) teorisi yerel genetik farkhhklarin yerel uzamsal dagilimi altinda
birikimine dayanmaktadir (70). Teori striklenmenin popilasyonlarin daha uzak
mesafelerde daha fazla farklilasmasina neden olacagini ve bu popiilasyon biyuklGg
azaldik¢a daha belirgin olmasi gerektigini 6ne sirmustir. Cografi izolasyona neden
olan sira halinde daglar, ¢oller ve bilylk su kitleleri poptlasyonlar arasindaki gen
akisini kisitlayabilir. Gen akisi yalnizca gé¢ eden bireyler ¢cogaldiginda ve gog edilen
popllasyonun gen havuzuna katkida bulundugunda gergeklesir (71). Bireylerin

popllasyonlar arasindaki sinirli gocli, bu popllasyonlar arasinda genetik
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farklilasmaya yol agan genetik c¢esitlilik Gzerinde bir etkiye sahip olabilir ve

izolasyonda adaptif evrime yol acabilmektedir (51, 70, 72).

Genetik slriiklenme, bir poplilasyondaki alel frekanslarinin rastlantisal olarak
degismesidir. Bir poplilasyondaki genetik karakteristigin yok olmasi ya da hayatta
kalmasina ve alellerin diger alellerden bagimsiz olarak o popiilasyonda yaygin
gorilmesine neden olur. Ozellikle izole olmus popiilasyonlar arasi farkhilasmanin

baslica bir mekanizmasidir (73).

Dogal secilimde bir canlinin hayatta kalma ve lGreme sansini artiran genomik
varyasyonlara sahip bireylerin katilsal 6zelliklerinin gelecek nesillere daha fazla
aktarilmasi sonucunda uyumlu bireylerin poptlasyonda cogalmasi ile genetik
havuzun degismesidir (51, 74). Dogal secilim; hayatta kalma, dogurganlik, ciftlesme
basarisi, uyum gicli veya yasam dongisitndeki herhangi bir farkhliktan

kaynaklanabilmektedir (75).

Popiilasyondaki alel frekansi genetik siriiklenme ve secilim olmak tzere iki
temel evrimsel gii¢ tarafindan sekillendirilmektedir. Kimura tarafindan 6ne siriilen
molekdler evrimin nétral teorisi, popllasyondaki genetik varyasyonun ¢ogunlugunun
secilim degil mutasyon ve genetik siriklenme sonucu gergeklestiginden
bahsetmektedir (76) (77). Secilime dayali modellerde glinimizde veya gecmis
donemlerde avantaja sahip alellerin pozitif secilim ile frekanslarinin yiikselmesine,
dezavantajli alellerin ise negatif (arindirici) secilim ile popilasyon gen havuzundan

uzaklastirilarak frekanslarinin azalmasina dayanir (51, 78).

Antik DNA calismalari bu noktada modern genomlarla cevaplayamadigimiz
bircok soruya yanit olabilmektedir. Evrime dair zaman serisi veri saglayarak, zaman
icindeki alel frekansi degisikliklerini takip etmeye ve gen-cevre etkilesimine
bakabilmemize araci olmaktadir. Bu sayede secilimin ne zaman ve nerede
gerceklestigi hakkinda daha genis agidan bakmaya olanak saglamaktadir. Ancak
literatlr taramalarinda gozlemledigimiz 6zellikle kompleks hastaliklar icin antik DNA

verilerinden son yillara kadar yeterince yararlanilmamasi olmustur. Bu durum antik
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DNA galismalarinin limitasyonlari ile de agiklanabilmektedir: antik DNA’nin oldukca
hasar gérmis fragmente yapisi, Uretilen cogu genomik verinin distk derinlikte
olmasi, elde edilen 6érneklem sayisinin istatiksel yorumlama yapabilmemiz igin yeterli
olmamasi. Bu durum uzun yillar boyunca secilim analizlerinin modern popitlasyonlar
ile yapilmasi, kompleks hastaliklardansa tek gen hastaliklarina veya az sayida fenotipe
odaklanilmasi gibi sonuglar dogurmustur (63, 79-83). Secilim analizlerinde antik DNA
zaman-serisi verilerinin dogal secilim sinyallerini ortaya ¢ikarma glictini vurgulayan

calismalar mevcuttur (80, 84, 85).

2.5. Antik DNA ve Paleogenetik

Antik DNA ¢alismalari yaklasik 37 yil 6nce Higuchi ve ark.’lari (1984) tarafindan
19. ylzyilda soyu tiikenmis bir Gliney Afrikali quagga ve 36 yil 6nce Paabo ve ark.’lari
(1985) tarafindan Misir mumyasinin DNA materyalinin elde edilip dizilenmesi ile
baslayan (86-89) glinimiizde yasamayan insan ve diger organizmalardan elde edilen
DNA’larla calisilan bilim alanidir. Antik DNA kullanilarak tarih Oncesi dénem
popilasyon genetik yapisindaki dinamiklerin arastirildigi arastirma alani olan
paleogenetik, arkeoloji, antropoloji, biyolojik bilimleri birlestiren multidisipliner bir

bilim alanidir.

Antik DNA calismalari sayesinde insan ortak akrabalari Neandertal ve
Denisovalilar hakkinda arastirmalarla insan soy agacinda yeni dallar kesfedilmis (90-
92), modern insaninin Afrika’dan c¢ikis sonrasi goc¢ vyollari, Neandertal ve
Denisovalilarla karsilasmalari ve genetik karisimlari ortaya ¢ikmistir (93, 94).
Arkeobotanik ve arkeozoolojik kalintilarin incelenmesi ile yabani tirlerin
evcillestirilmesi, insanlarin goc¢ yollari, avci-toplayici hayat tarzindan tarim ve
cobanliga gecis hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglamistir (95, 96). Neolitiklesme ile
cobanlik hayat tarzi ile tanisan insan popllasyonlari hayvan patojenleriile tanismis ve
antik DNA ile yapilan bulasici hastalik ¢alismalari ile de bulasici hastaliklarin ortaya
¢ikisi, koruyucu genler ve hastaliklarin yayillim sdreci hakkinda anlayisimizi

degistirmistir (97-101).
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Antik DNA galismalarindaki bu ilerlemeler; yillar igerisinde yeni nesil dizileme
teknolojisindeki gelismeler (102), antik DNA’nin daha saf ve yliksek derinlikli
Uretilmesine dair optimize edilmis laboratuvar siiregleri ve elde edilen verinin
kalitesinin arttirilmasina dair biyoinformatik yaklasimlar (imputasyon, 6lim sonrasi
DNA hasarinin (ing. post-mortem DNA damage) tespiti ve giderilmesi, haplodizasyon
gibi) sayesinde olmustur. Yeni nesil dizileme ayrica santik DNA analizinde siklikla
karsilasilan 6nemli limitasyonlar olan, kontaminasyon ve 6liim sonrasi DNA hasari gibi

sorunlarin Ustesinden gelmek igin istatistiksel ¢oziimler sunmustur (103-106).

Paleogenomik yaklagimlar ile antik donemlerdeki populasyonlarin demografik
gecmisleri, goc¢ hareketleri ve patojenlerle iliskileri hakkinda bilgi edinmek mimkdin
hale gelmistir (55, 63, 107, 108). Paleogenetik yaklasimlarla olusturulan zaman-serisi
genomik veri setleri ile populasyonlardaki alel frekans dinamikleri, haploblok ve
baglanti dengesizligi bloklarinin belirlenmesi ve zaman icindeki degisimi incelenerek,

genomun yalnizca giinimizdeki hali ile erisilemeyen bilgilere ulasilabilir (8, 9).

2.6. Kompleks Fenotipleri Antik DNA ile Arastirmak

Antik DNA, evrime dair zamansal genetik bilgi saglayarak ve zaman icindeki
alel frekansi degisikliklerini takip ederek evrimsel giiglerin temporal dinamiklerinin
incelenmesini mimkin kilmaktadir (85). GUinimize kadar antik DNA calismalari hem
dinya genelinde hem Anadolu antik dénemleri Uzerine yapilan c¢alismalarda
demografik slireclere odaklanmis, insan populasyonlarinin gogleri, birbirleri ile
etkilesimi ve akrabalik iliskileri gibi birgok soruyu yanitlamaya yardimci olmustur (55,
63, 107-109). Son vyillarda demografik odakli ¢alismalara ek olarak hastaliklarin ve
fenotipik ozelliklerin arka planinda evrimsel mekanizmalari anlamaya yonelik

arastirmalarda artis gozlenmektedir.

Antik DNA segilim analizlerinde oldukga bilgi verici olsa da yakin zamana
kadar, bu calismalari yiksek istatistiksel hassasiyetle ylriitmek icin gereken bilyuk
orneklem boyutlari ve yiiksek derinlikli genomik veri mevcut degildi. Bu nedenle,

antik DNA verileri ile dogal segilimi incelemeye yonelik ilk ¢abalar sinirli kalarak
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secilim analizlerinde modern popllasyonlar kullanilmis (63, 79) ve genellikle aday

lokuslara veya sinirli sayida fenotipe odaklanmistir (80-82, 84).

Son yillarda hem dizileme teknolojilerindeki gelismeler hem de antik DNA
¢alismalarinin optimize edilmesi Uzerine yapilan ¢alismalar daha otantik ve yiksek
derinlikli genomik verilere ulasmamizi saglamistir (110-112). Bu sayede kompleks
hastalik ve 6zellikleri galisabilmek icin gerekli olan hem daha yuksek derinlikli genom
boyu dizileme yapma ve daha ylksek istatistiksel hassasiyetle ylrtitmek icin gerekli

orneklem boyutlarina ulasma sansi artmistir (80, 84).

2.7. Anadolu ve Paleogenetik Arastirmalar

Bu tez kapsaminda 2 kompleks 6zellik olan Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili
varyantlarin Anadolu’da yasamis antik insan topluluklarindan elde edilecek genomik
veri kullanilarak incelenecektir. Anadolu’nun 6énemi sudur: Ginlimizden 10.000 yil
once avcilk, balikgilik ve toplayiciliga dayali bir yasam tarzindan giftgilik ve cobanliga
dayali baska bir yasam tarzina gecisin basladigi Neolitiklesme sirecleri 6nemli bir
doniim noktasidir (113). Avci-toplayici yasam bicimin gorildigu Paleolitik dénemden
kademeli olarak insanlarin daha biyik gruplar halinde yasamaya basladigl tarim-
hayvancilik yaptigi Neolitik donemde yasam tarzindaki degisikler ile insan
popllasyonlari beslenmelerinde, kiiltlirel ve sosyal iliskilerinde degisimler yasamis,
hayvancilik ve yerlesik yasamla beraber yeni patojenlerle karsilasmislardir (20, 54,
55). Yetersiz beslenme ve bulasici hastaliklarin artmasi ile fizyolojik stres olustugu

Neolitik populasyonlarin iskelet analizleri ile gortilmistir (56, 57, 114, 115).

Anadolu Neolitiklesme siirecinin gergeklestigi ana bdlgenin icinde yer almasi
ve degisim surecinin kademeli yasanmasi sayesinde tarih 6ncesi kalintilarin ait
olduklari kiltlrlerin net bilinmesi bu slirecin calismasi icin essiz bir bolge olmasini
saglamaktadir (116). Gunimiize kadar Anadolu antik popdlasyonlari ile yapilan
calismalar popiulasyon hareketleri, akrabalik iliskileri, gb¢ yollari Gzerine odaklamis
(55, 117-120) olup elde edilen genomik verinin diisiik okuma derinligine sahip olmasi

ve Orneklem buylkliginiin diisiik olmasi genis kapsamli secilim taramalarinin 6niine
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gecmistir. Ancak gectigimiz 2 yil sliresince yayinlanan galismalar sayesinde Neolitik,
Neolitik sonrasi ve tarihi donemler icin daha fazla genomik veriye ve daha yliksek
derinlikli genomlara ulasabilmekteyiz (117, 119, 121). Bu tez galismasinda Ocak
2023’e kadar yayinlanmis Anadolu antik genomlarini dahil ederek Obezite ve Tip 2

diyabet hastaliklari tizerine alandaki bu ac¢igiI kapatmayi hedeflenmektedir.
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3. GEREKCE VE YONTEM

Bu tez kapsaminda, Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili genetik yapinin son
Neolitiklesme sureciyle beraber nasil degistigi, paleogenomik yaklasimlarla farkli
popilasyon genetigi yaklasimlariile incelenmistir. Bunun igin i) Literatlirden fenotiple
iliskili ve notral bolgelerden varyantlar secilmis, ii) Son 10.000 yilik Anadolu antik
genom verileri ve Gliniimlz Anadolu genom verileri ile veri seti olusturulmustur, iii)
Secilen varyantlar cesitli poptllasyon genetigi yontemleri ile olusturulan veri setleri

kullanilarak incelenmistir.

3.1. ilgilenilen Genomik Bélgelerin Belirlenmesi
3.1.1. Kompleks Fenotiplerle iliskili Varyantlarin Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda, Boliim 2.3."te bahsedilen glinimizde Tirkiye’de yaygin gorilen,
genetik arkaplan, yasam tarzi ve ¢evrenin ortak etkisi ile ortaya ¢ikan Obezite ve Tip
2 diyabetle iliskili TNP’lere odaklanilmistir. Bu iki fenotiple iliskili TNP’ler GWAS
Catalog’dan  (https://www.ebi.ac.uk/gwas/, erisime tarihi 2021-09-7) (2)
indirilmistir. TSV formatinda indirilen TNP’ler Tablo 3.1.de belirtilen sirayla
filtrelenmistir. ilk olarak risk alel bilgisi mevcut olmayan iliskiler filtrelenmis daha
sonrarisk aleliindel olan iliskiler, birden fazla farkli risk alel bilgisi mevcut olaniliskiler,
Bonferroni diizeltmesi sonrasinda ortak varyantlari belirlemek icin en kati esik degeri
olan p-degeri 5x10%den biyik varyantlar filtrelenmistir. Bu filtreleme sonucunda
elde edilen iliskiler icinden duplike olan TNP’ler manuel filtreleme ile ¢cikarilmis elde
edilen TNP’ler icinde bialellik olmayanlar Ensembl Biomart
(https://www.ensembl.org/biomart/martview) (Ensembl release 106) ile filtrelenmis
ve kalan TNP’lerden Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) sonucu
genomda tek bir noktaya hizalanan TNP’ler secilmistir. En son filtre olarak Plink (v.1.9)
(122)  vyazihmi ile 1000 Genom Projesi Faz 3 GRCh38 (123)
(http://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/voll/ftp/data_collections/1000_genomes_proje
ct/r elease/20181203_biallelic_SNV/) veri setinde gozlenen ve “—indep-pairwise 200

25 0.4” parametresi (63) ile baglanti dengesizliginde bulunmayan TNP’ler segilmistir.



17

Toplamda 432 fenotip ile iliskili TNP hedeflenmistir hem Obezite hem Tip 2 diyabet
ile iliskili bir TNP mevcuttur: rs476828 (Tablo 3.1.). Genom boyu iliskilendirme
¢alismalari, genom boyunca tek nikleotid polimorfizmlerini karsilastirir ve hangi
TNP’lerin fenotip ile kalitilmasinin muhtemel oldugunu saptarken fenotipe sahip olan
ve olmayan bircok bireyi karsilastirmak icin bunlari belirte¢ olarak kullanmaktadir.
Genom boyu iliskilendirme ¢alismalarinda, ¢oklu testleri hesaba katmak igin, ortak bir
genetik varyant ile ilgilenilen bir hastalik arasindaki iliskiyi tanimlamak icin 5x10®'lik
sabit bir p-degeri esigi yaygin olarak kullanilmaktadir (124). ilk olarak kompleks
hastaliklarin genetigi incelenirken aday gen calismalari tarafindan bildirilen birgok
yanhs pozitif kesif nedeniyle bu kati p-degeri esigi Risch ve Merikangas (1996)
tarafindan onerilmistir (125). Genom gapinda anlamli iliski terimi, bu esige ulasan

varyantlar icin kullaniimaktadir.

3.1.2. N6tral Varyantlarin Belirlenmesi

Genomdaki noétral bolgeleri bulmak igin Neutral Region Explorer (NRE)
(http://nre.cb.bscb.cornell.edu) programi kullaniimistir. Temel parametreler ile
minimum boélge boyutu 200 baz cifti (bg), rekombinasyon hizi 0.9
santiMorgan/Megabaz (cM/MB) olarak ayarlanarak HapMap genetik haritasi verisi
kullanilmis, minimum arka plan segilim katsayisini 0,95 olarak, HapMap
popilasyonlarindan CEU (CEPH koleksiyonundan Kuzey ve Bati Avrupa kokenli Utah
bireyleri) ve Mask parametresi kati (ing. Strick) olarak ayarlanmistir. Elde edilen
notral bolgeler 1000 Genom Projesi Faz 3 veri seti ile BEDTools (126) ile kesistirilerek
notral varyantlarin pozisyonlari ve kimliklerine dair bilgi edinilmistir. Notral varyantlar
su sekilde filrelenmistir:  Biallelik olmayan TNP’ler Ensembl Biomart
(https://www.ensembl.org/biomart/martview) (Ensembl release 106) ile filtrelenmis
ve kalan TNP’lerden Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) sonucu
genomda tek bir noktaya hizalanan TNP’ler segilmistir. Toplamda 1000 nétral TNP igin
Ensembl Biomart ile (https://www.ensembl.org/biomart/martview) (Ensembl

release 106) kromozom, genomik pozisyon (GRCh38), varyant kimlik bilgisi ve global
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minor alel bilgisi ¢cekilerek BED dosya formatinda ¢alismanin sonraki basamaklari igin

saklanmustir.



Tablo 3.1. GWAS Catalog’dan elde edilen TNP’lerin filtreleme basamaklari.
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Risk alel bilgisi o< 21l
GWAS mevat indel* Birden fazla BLAST ve
Fenoti GWAS Catalog Catalog’daki  olmavan olan risk aleliolan p<5x10-8 Manuel Bialellik baglanti
P Numarasi liski :a i ls kll:rin iliskilerin iliskilerin olan iligkiler filtreleme** TNP'ler dengesizligi
y fitrelenme filtrelenmesi filtresi
filtrelenmesi i
Obezite EFD_0001073 289 209 209 101 101 77 41 18
Tip 2 diyabet MONDO_0005148 3796 3274 3109 2471 1670 1329 818 415

*1 baz uzunlugundan fazla silinme ve eklenme mutasyonlardir, **Manuel filtreleme basamagi TNP’lerin son kez incelenmesi ile veride kalan duplikelerin

filtrelenmesidir.
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3.2. Zaman Serisi Genomik Veri Setleri
3.2.1. Antik Genomik Veri Seti igin Ornek Segimi

Veri setimize Anadolu’dan yayinlanmis tim antik insan genom dizileme
verileri (n=319) (Ocak 2023 itibariyle) dahil edilmistir (55, 63, 117, 119-121, 127-133)
. Toplam 319 6rnegin karbon 14 tarihlendirme yaslari giinimiizden énce (G.0.)
10326-50 arasinda degismektedir. Ayrica Anadolu’dan 16 gliniimiiz bireyi (134) ve
poplilasyon dal istatistigi analizinde dis grup olarak kullanmak icin HGDP (Human
Genome Diversity Project) veri setinde yer alan giiniimiiz Nijerya popiilasyonunu
temsilen Yoruba (n=18) popllasyonu dahil edilmistir. Anadolu popilasyonlarini
arkeolojik dénemlendirmeye gére ti¢ gruba ayrilmistir: Neolitik (n= 81) (G.0. 10326-
6700) (119, 121, 127, 130, 133), Neolitik sonrasi (n= 238) (G.0. 7720- 50) (119, 121,
127, 130, 133), glinimuz (n= 16) (134). Anadolu antik genomik veri setinde Neolitik
dénem icin 36 tane 1240K, 37 tane rastgele (ing. Shotgun) dizileme ve 8 tane tim
genom yakalama (ing. Whole Genome Capture) ile birlestirilmis rastgele dizileme
yontemi ile; Neolitik sonrasi donemde 218 tane 1240K ve 20 tane rastgele dizileme

yontemleri ile Gretilmis genomik veriler kullaniimistir (Sekil 3.1.).

1e+01

1e-01

Ortalama Okuma Derinligi (X)

1e-03

1240K Rastgele Dizileme Tiim Genom Yakalama

+
. Rastgele Dizileme
Verinin Uretilme Y6ntemi

Sekil 3.1. Veri setine dahil edilen yayinlanmis Anadolu antik genomik verilerinin
veri Uretilme yontemi ve okuma derinliklerine (X) gére dagiliminin kutu
grafigiile gosterilmesi.
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Sekil 3.2. Veri setine dahil edilen Anadolu yayinlanmis antik ve giinimiiz genom 6rneklerinin, A panelinde lokasyonu ve B panelinde karbon
14 tarihlendirmeleri ve ortalama okuma derinligine gére dagilimi gosterilmistir. B panelinde y ekseni log (10) tabanina gore
olceklendirilmistir.
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3.2.2. Antik Genom Verilerinin Hizalanmasi

Bu calismada yayinlanmis genomik veriler Kivilcim Basak Vural tarafindan Orta
Dogu Teknik Universitesi CompEvo Laboratuvari sunucusuna fastq dosya formatinda
indirilerek referans genoma hizalanmistir. Oncelikle AdapterRemoval (135) programi
kullanilarak adaptorler cikarilmis ve iki uglu okumalar birlestirilmistir. Birlestirilen
okumalar Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (136) aln ve samse modiilleri kullanilarak
insan referans genomuna NCBI GRCh38 (assembly GRCh38.p13, Annotation Release
109) ‘-1 16500 -0 0.02 -q30’ parametreleri kullanilarak hizalanmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu duplikeleri Picard (https://github.com/broadinstitute/picard) kullanilarak
filtrelenmistir. 35 nikleotitten daha kisa olan ve toplamda %10’dan daha yiksek
oranda yanlis eslesme (ing. mismatch) iceren okumalar Kiling vd. (55) 2016
makalesinde yayinlanan bir shell kodu ile filtrelenmistir. Hizalama dosyalari 'BAM’

dosya formatinda saklanmistir.
3.2.3. Modern Genom Veri Setlerinin islenmesi

insan Genomu Cesitliligi Projesi’nden (ing. Human Genome Diversity Project,
HGDP) ginimiz Nijerya bireylerinin (137) (Yoruba, n=18) GRCh38 referans

genomuna hizali CRAM dosyalar https://www.internationalgenome.org/data-

portal/population/YorubaHGDP adresinden Kivilcim Basak Vural tarafindan indirilmis

ve CRAM dosyalari BAM dosya formatina donistirilerek saklanmistir. Glinliimuz
Anadolu bireylerinin (n=16) yayinlanmis genomik veriler fastqg dosya formatinda

indirilmistir (134).

3.3. Veri Setlerinin Hazirlanmasi

3.3.1. Alel Frekans Hesaplamalari icin Veri Seti Hazirlanmasi

Maksimum olabilirlik bazli frekans hesaplama yontemi icin diploid varyant
¢agirma islemi gergeklestirilmistir. Bolim 3.2.2.’de aciklandigi gibi ayni is hattindan
gecirilerek insan referans genomu GRCh38’e hizalanmis her BAM dosyasindan

SAMtools (v.1.9), mpileup (138) kullanilarak VCF dosyalari olusturulmustur.


https://www.internationalgenome.org/data-portal/population/YorubaHGDP
https://www.internationalgenome.org/data-portal/population/YorubaHGDP
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samtools mpileup -R -B -q30 -Q30 -f ref.fa -g bamfile | bcftools call -m > outfile

VCF (Varyant Cagri Formati) dosyalari bir baslk bélimine ve bir ana gévde
boélimine sahip olan her satirin bir varyant ve dosyadaki bireyler tarafindan tasinan
genotipler hakkinda bilgilerden olusmaktadir (139). VCF dosyalarindan gerekli bilgiler
GATK (140) “-VariantsToTable” fonksiyonu ile Uretilerek matematiksel denklemde

(Formdil 3.1) kullanilmak Gzere saklanmistir

3.3.2. Biyoinformatik Yazilimlarin Karsilastirmasi igin Veri Seti

Yliksek okuma derinligine sahip olmalari nedeniyle modern genomlarda
diploid varyant cagirma islemini glivenilir bir sekilde gergeklestirilirken, antik
genomlar genellikle s6zde-haploidizasyon prosediiriinden gecmektedir. Tezin bu
kisminda farkli yaklasimlar kullanan programlar ve algoritmalar ile antik genomlardan
varyantlar cagirarak yaklasimlar arasinda farkhliklar olup olmadigini incelemek

amaclanmistir.

Bunun igin iki farkh program kullanilarak sézde-haploidizayon ile varyant
cagirma ve diploid varyant cagirma uygulanmistir. ANGSD ile varyant cagirma
isleminde ANGSD (v.0.934) (141) araci “-doHaploCall 1” secenegi kullanilarak tim
BAM dosyalarindan her TNP basina bir alel rastgele secilerek plink (v.1.90) (122)
yaziliminda girdi olarak kullanilabilecek tped/tfam dosya formatinda s6zde-haploid
genotipler olusturulmustur. Agik kaynak kodlu C/C++ programi olan ANGSD, Linux
sistemlerinde kullanilabilen BAM, VCF ve impute edilmis beagle genotip dosyalari gibi
farkli dosya formatlarini girdi olarak kabul eden yeni nesil dizileme verilerini analiz

etmeye yonelik olusturulmus bir yazilimdir (141).

pileupCaller ile varyant cagirma islemi iki adimda gergeklestirilmistir: Pileup
dosyalari SAMtools (v.1.9) mpileup (138) yazihmi ile olusturulmus ve PileupCaller
(v.1.4.0) araci (https://github.com/stschiff/sequenceTools) ve "-randomHaploid"
secenegi kullanilarak tim BAM dosyalarindan her TNP basina bir alel rastgele

secilerek s6zde-haploid genotipler olusturulmustur (base quality>30 and MAPQ>30).
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Alel frekansi hesaplanirken Bolim 3.1.1.de segilen Tip 2 diyabet ile iliskili

varyantlar kullaniimis ve her TNP icin iki farkli yontem kullanarak hesaplanmistir.

GRCh38 hizali BAM dosyalarindan varyant ¢agirma

Diploid varyant gagirma  Pseudo-haploidizasyon

Alel frekansi1 hesaplama

Sekil 3.3. Farkl varyant ¢agirma yaklasimlarinin test edilmesi icin uygulanan is akisl.

Yukaridaki is akisi grafiginde iki farkh yaklasim ile varyant cagirma islemi ve
sonrasinda uygulanan alel frekansi hesaplama yontemi gosterilmistir. Varyantlar
cagirmak ve alel frekanslarini hesaplamak icin 58 Neolitik Anadolu bireyine ait antik
genom dizileme verileri (BAM dosyalari) kullanilmistir: Kumtepe'den 2 birey (132),
Mentese'den 5 birey (63), Barcin'dan 21 birey (63, 129), Tepecik Ciftlik'ten 4 birey
(128), Boncuklu'dan 8 (55), Asikh Hoylik'ten 5 birey (120), Catalhoyik'ten 13 birey
(120).
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Sekil 3.4. Karsilastirmali analizde kullanilan bireylerin A) lokasyonu, B) yas ve
ortalama okuma derinliklerinin dagilimi.
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3.4. Alel Frekans Hesaplamalarinin Yapilmasi

Alel frekanslarini hesaplamak icin secilen fenotiplerle (Tablo 3.1) ile iliskili
TNP’lerin risk alel bilgileri GWAS Catalog’dan (2) elde edilmis ve olusturulan veri
setlerinde risk alel frekansi hesaplanmigtir. Calisiilmasi hedeflenen antik bireyler
diisiik okuma derinligine (ing. coverage) sahip oldugu (ortalama= 0,29) icin sekans
verilerinden maksimum verimi almak hedeflenmistir. Bu amagla binomial olabilirlik
dagihmini kullanarak her popilasyon icin hesaplanan log-olabilirlik dagilimini
maksimize eden degerleri bulan Mathieson vd., 2015ten (63) uyarlanan esitlik (3.1.)
kullanilmistir. Bu formil su sekilde calismaktadir: Belirli bir lokusta, her bir
poplilasyon icin sekans seviyesi verilerine sahip N 6rnegimiz oldugunu varsayalim.
Sekans seviyesi verilerine sahip her bir 6rnekiiigin, Ti toplam sekans sayisi, Ri risk alele

sahip sekans sayisini temsil eder. Her bir popilasyon icin risk alel frekansi p,
L(p) = TI{-1{p*B(R;, T;, 1 — €) +2p (1 - p)B(R;, T;,0.5) + (1 — p)* B(R;, Ty, )} (3.1.)
esitligi ile hesaplanmigtir.

L(p) degerini maksimize eden p degeri R yazilimi ile bulunmus ve risk alel
frekansi olarak kabul edilmistir
(https://github.com/idiltac/YLisans_Tez_IdilTac/blob/main/AlelFrekansHesaplama.R
).

Blk,np) = (5)pka—p)™ (3.2)

Binomial olabilirlik dagilimini (3.2.), € hata olasiligini 0,01) ve L(p) log-olabilirlik

degerini temsil etmektedir.
3.5. Fst Hesaplanmasi

Fst, sabitlenme indeksi, popilasyon genetigi analizlerinde siklikla kullanilan iki
popllasyon arasindaki genetik mesafe hakkinda bilgi veren bir istatistiktir (142).
Popiilasyon genetigi analizlerinde ilgilenilen populasyonlar arasindaki farklilagsma

miktarini 6lgebilmek oldukca dnemlidir. Fsr degerleri O ve 1 arasinda ve 1’e yaklasan
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deger iki populasyon arasindaki farklilasma/uzaklasma seviyesinin yiiksek oldugunu
gosterir. Ayrica gen ve lokus bazlh secilim analizlerinde, Fsr dagiliminin Ust
kuyrugundaki degerler varsayimsal olarak secilim altinda kabul edilmektedir (143,
144). Alel frekanslarinin degisimine dayanan popitlasyon farklilasma ve secilim
analizlerinde kullanilan Fsr tahmini icin farkl tahminciler vardir: Wright'in Fsr (145),

Weir-Cockerham'in Fsr (146), Nei'nin Fst(147), Hudson'in Fsr (148).

Sikhkla kullanilanlardan biri olan Nei'nin Fs7’si (147) asagidaki gibi bir formiil

ile hesaplanmaktadir:

Hr —Hg

FST = (3.3.)

Hrt

Formilde HT toplam popilasyonun heterozigotlugunu temsil etmekte ve HS
alt populasyonlar arasinda ortalamasi alinmis heterozigotlugu etmektedir. Fsr
istatistigi; son 10.000 yildaki antik Anadolu popllasyonlari arasindaki genetik
farklilasmayi degerlendirmek icin hesaplanmistir. Poptlasyonlarin okuma derinlikleri
ve Orneklem buydklerinin farkh olmasi nedeniyle ikili Fst genotip olabilirliklerine

dayali bir yaklagim kullanan ANGSD programi ile hesaplanmistir.

Ozellikle dusiik ve orta derinlikteki veriler icin kullanisl olmasi antik DNA
verilerinde Fsr analizini yapmak icin secme nedenimizdir. Ancak yine de diistik okuma
derinligine sahip genomik veri ile galisirken yanhs pozitif sonuglari engellemek igin
genomdaki strick mask
(https://www.internationalgenome.org/announcements/genome-accessibility-
masks/) filtresinden gecmis erisilebilirlik maskeli (ing. accessibility-masked)

bélgelerini kullanarak Fsr hesaplanmistir (149).

ANGSD (141) ile her TNP igin Fsristatistigi tahmini yapabilmek icin popilasyon
ciftleri arasindaki sonlu olasilik tahmini (ing. posterior expectation) genetik varyansi
(A) ve beklenen toplam varyansi (B) hesaplanmistir (150). A ve B degerleri Reynolds
ve ark., (142)’'nin Alfa ve Beta tahmin degerleri ile iliskilidir (144). Homo sapiens atasal

referans dosyasi Ensembl’dan indirilmistir (http://ftp.ensembl.org/pub/release-
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107/fasta/ancestral_alleles/homo_sapiens_ancestor_GRCh38.tar.gz, Ensembl
Release 107, erisim tarihi 2022-08-20). Her kromozom igin ayri ayri olan atasal
referans fasta dosyalari kromozom siralamalari g6z ©oninde bulundurularak
birlestirilmis ve tim kromozomlar igin tek bir atasal referans fasta dosyasi olarak

kullaniimistir.

Her kromozom igin ayri ayri olan atasal referans fasta dosyalari kromozom
siralamalari gbz 6nilinde bulundurularak birlestirilmis ve tim kromozomlar icin tek bir

atasal referans fasta dosyasi olarak kullaniimistir.

Her TNP basina Fsr hesaplayabilmek icin, tiim TNP’ler icin bilgi iceren alel
frekans spekturumu (ing. site-frequency spectrum, SFS) degerleri kullanilmaktadir. ilk
olarak, ANGSD'da antik poplilasyonlar icin minimum 20 baz kalitesi ve minimum 20
esleme kalitesi, glinimiz popllasyonlari icin minimum 30 baz kalitesi ve minimum
30 esleme kalitesi kullanarak "site allele frequency (SAF)" uzantili dosyalar elde

edilmistir.
Antik popiilasyonlar igin:

ANGSD -b bamlist -ref ref.fa -anc anc.fa -out outfile/ -dosaf 1 -gl 2 -doCounts
1 -uniqueOnly 1 -remove_bads 1 -only_proper_pairs 1 -minMapQ 30 -minQ 30 -
minind 5 -setMinDepth 7

Gliniimiiz popiilasyonlari igin:

ANGSD -b bamlist -ref ref.fa -anc anc.fa -out outfile/ -dosaf 1 -gl 2 -doCounts
1 -uniqueOnly 1 -remove_bads 1 -only_proper_pairs 1 -minMapQ 20 -minQ 20 -
minind 5 -setMinDepth 7

Uretilen SAF dosyalari kullanarak, ANGSD “realSFS” ile popiilasyonlar arasi
orneklem bayukligiine farkliliklarina daha az duyarh olan Hudson-Bhatia Fsr

tahmincisini kullanilarak, her TNP icin ¢ift yonli Fsr hesaplanmistir (150).
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realSFS popl.saf.idx pop2.saf.idx > popl.pop2.ml

realSFS fst index popl.saf.idx pop2.saf.idx -sfs popl.pop2.ml -fstout

popl.pop2
realSFS fst print popl.pop2.fst.idx > popl.pop2.txt

Fsr tahmini, elde edilen A ve B degerleri R programlama dili yazilimi kullanarak

A/B olarak orantilanarak hesaplanmistir.
3.6. Popiilasyon Dal istatistigi Skorlarinin Hesaplanmasi

Anadolu’da son 10.000 yilda pozitif segilim altindaki bolgeleri tespit etmek igin
popiilasyon dal istatistigi (PDi) (ing. Population branch statistics, PBS) kullaniimistir
(151). PDi analizinde ii¢ popiilasyondan olusan bir set kullanir (POP1, POP2, POP3) ve
bunlarin ikisi zamansal segilimi arastirmak istedigimiz populasyonlardan ve biri dig

grup olarak atadigimiz popiilasyondan olusur (POP1, POP2), POP3).

Bu ¢alismada POP1'in glinimiz Anadolu bireyleri (134), POP2'nin antik
Anadolu bireyleri (Anadolu Neolitik ve Anadolu Neolitik Sonrasi populasyonlari) ve
POP3'lin glnlimiz Nijerya bireyleri (HGDP, Yoruba) (152) oldugu durumla

ilgilenilmistir.

Anadolu Giiniimiiz
(PopA)

Fst (Anadolu Ganiimiiz, Nijerya Gliniimiiz)

Fst (Anadoelu Guntimiiz, Anadelu Neolitk)

Fst (Anadolu Neolitik, Nijerya Giiniimiiz) Anadolu Neolitik
(PopB)

Sekil 3.5. Fsr tahminlerinden poplilasyon dal istatistigi skorlarinin hesaplanmasi.

Nijerya Giinilimiiz
(Dns Grup)
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Neolitik dénemden gliniimize secilen popilasyonlarda her lokus igin

popilasyon dal istatistigi skorlari asagidaki formil kullanilarak hesaplanmistir:

; __ Tpoprypop2+ Tpopr1,por3—TpPoOP2,POP3
PDIpgp1 = . (3.4.)

Sekil 3.5.”te sematize edilen gosterimi bulunan T degerleri ise asagidaki formil

kullanilarak Bélim 3.4’te hesaplanan Fsr degerleri kullanilarak hesaplanmistir:
T = —log (1 = FST) (3.5.)

Genel popilasyon dal istatistigi skorlarinin dagiliminin %99,5 yizdelik

diliminde bulunan varyantlara odaklaniimistir.

Her popiilasyon cifti ve secilen her lokus icin poplilasyon dal istatistigi skorlari
ANGSD (v.0.934) (141) ile htslib (versiyon 1.13; http://www.htslib.org/) kullanilarak
hesaplanmistir. Fsrilk olarak polimorfizm verilerinden poptilasyon farklilasmasinin bir

Olclist olarak ANGSD'dan realSFS Fsr indeksi ile hesaplanmistir.

SFS hesaplamak icin gerekli olan olabilirlik dosyalari Bolim 3.5.te
hesaplanmistir. Ardindan, realSFS fonksiyonu ile her poptlasyon gifti igin 2D-SFS
hesaplanmistir. Karsilastirma igin secilen 2 popilasyon igin hazirlanan ve bir dis grup
poplilasyonu i¢in hazirlanan olmak (izere (i¢c dosya, her poptlasyon icin popiilasyon
dal istatistigi ¢iktisi almak tzere RealSFS Fsr programinin girdisi olarak kullaniimis ve
1 bazlik adimlarla 1 bazlik genom pencereleri “-win 1 -step 1” basina indeksi

hesaplamak icin "stats2" secenegi kullaniimistir.
3.7. ileri Zamanl Genetik Benzetim

Obezite ve Tip 2 diyabetin gliinimuzdeki yayginligini nétral model altinda
incelemek ve bunu insan genomunun gercekgci bir modelini olusturarak yapabilmek
icin literatir taramasi ile olusturulan demografik modelden cikarilan parametreler

ileri zamanli genetik benzetim araci SLiM'e (153) uygulanmustir.
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Tim similasyonlar Wright-Fisher modeli altinda SLiM (v.3.7) (153) ile
ylritilmustir. Her simiilasyon, degisen rekombinasyon ve mutasyon oranlari ile
karakterize edilen 10 Mb uzunlugunda DNA dizilerinden olusmustur. Her simiilasyon
icin, 1x 10® rekombinasyon orani ve 1x 107 mutasyon orani ile insan genomunda
rastgele bir 10 Mb genomik pencerenin fiziksel koordinatlari 6rneklenerek 10 Mb’lik
DNA dizileri simile edilmistir (154, 155). Demografik model icin parametreler
literatlr taramalarindan elde edilmistir (Sekil 3.6.). Parametreler sirasiyla asagidaki

gibidir (Bkz. EK-3).

1.750.000 KOK
500.000 Neandertal —————5 Modern insanlar
55.000 Afrika'dan
50.000 Afrikali olmayan Ciis Afrikali
43.500 Bazal
Avrupa
30.000
23.200
17.400
12.950 I N R
9650 | e ->
5.800 ¢————
Anadolu Bat Dogu Kafkas
Neolitik Avci-Toplayici  Avci-Toplayici Avci-Toplayic

Sekil 3.6. ileri zamanl genetik benzetim analizinde kullanilan demografik modelin
semasal gosterimi.

Simulasyonlar, 6nceki ¢alismalarda kullanilan demografik modelleri, karisim
ve ayrilma zamanlarinin bir kombinasyonu kullanilarak yirittlmistir. ilk olarak
mutasyonlu simile edilmis genomlarin bir denge durumuna ulagmasini saglamak igin
70.000 nesillik bir baslangi¢ (ing. burn-in) periyodu ile baslayarak, modern insan
atalarinin ve Neandertallerin basitlestirilmis bir demografisini simile edilmistir (94).

Baslangi¢ periyodunun uzunlugu simiilasyonun dogasina gore segilmektedir (156).

Neandertallerin ve modern insanlarin ayrilmasi 500.000 yil 6ncesine
ayarlanmistir (157, 158), Neandertallerin ve modern insan atalarinin popilasyon

biyulikleri (ing. Population size, N) sirasiyla 1.000 ve 10.000 olarak ayarlanmistir
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(94). Baslangic periyodu asamasinin sonunda, Afrikali ve Afrikali olmayan
popllasyonlarin 55.000 yil 6nce ayrilmasini simiile edilmistir. Ayrilmadan sonra,
Afrikali olmayan popiilasyon Afrika’dan ¢ikis (ing. Out of Africa) 5000 yil siiresince
N=1861 ile bir darbogaza (ing. Bottleneck) ugramistir (93, 94). Giiniimiizden 50.000-
30.000 yil 6nceki aralikta Neandertallerden Afrikali olmayan populasyona %3
oraninda karisim simile edilmistir. Afrika disi yayihmi simile etmek igin ilk olarak
43.500 yil 6nce Afrikali olmayan popilasyondan N=5000 ile Bazal Avrupa ayrilmasi
simile edilmistir (159). Neandertal-Afrikali olmayan popilasyon karisimin bitisi ile
Neandertal popilasyonu birey sayisi sifira getirilerek silinmistir (93, 94). Bazal Avrupa
poplilasyonundan 23.200 yil 6nce popiulasyon biydklikleri 10.000 olmak lizere
Kafkas Avci Toplayici (CHG) ve Anadolu Neolitik poptilasyonunun atalarinin ayrilmasi
simule edilmistir (159). Bundan 5800 yil sonra ise Bazal Avrupa popilasyonundan Bati
Avci Toplayici (WHG) ve Dogu Avci Toplayicl (EHG) poplilasyonlarinin ayrilmasi simiile
edilmigtir (159).

Anadolu Neolitik poplilasyonuna 12950 yil 6nce Kafkas Avci Toplayici (160),
5800 yil 6nce Bati Avcl Toplayici karisimi (159) simiile edilmistir. Kafkas Avci Toplayici

populasyonuna 9650 yil 6nce Anadolu Neolitik karigimi (160) simile edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fenotip ve Notral Bolgelerle iliskili Hedeflenen TNP Sayilari ve

Genotiplenme Oranlan

Fenotiplerle iliskili varyantlar Bolim 3.1.'de belirtilen sekilde NHGRI-EBI
GWAS Catalog’dan toplanmis ve Tablo 3.1’de belirtilen filtrelemelerden gectikten
sonra kalan TNP’lerin kromozomlar Uzerinde dagilimi Sekil 4.1.de gdsterilmistir.
Toplam 1432 TNP’nin 1420'si Neolitik donem bireylerinden (Obezite 18, Tip 2 diyabet
402, notral 1000), 1422’si Neolitik sonrasi donem bireylerinden (Obezite 18, Tip 2
diyabet 404, notral 1000), 1423’0 ise glinimuz bireylerinden basariyla cagrilmistir
(Obezite 18, Tip 2 diyabet 405, n6tral 1000). Her bir TNP icin en az 5 bireyde dizilenmis
olma sarti eklendiginde Neolitik donemde 1417 (Obezite 17, Tip 2 diyabet 400, nétral
1000), Neolitik sonrasi dénemde 1418 (Obezite 17, Tip 2 diyabet 402, n6tral 999) ve
glnimiizde 1421 TNP (Obezite 18, Tip 2 diyabet 403, noétral 1000) kalmistir (Sekil
4.1.).

Fenotipler

Nétral

= Obezite

- T2D

. \ ! \ \ . \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ . . .
AWt 2 5 W@ 1 ® 2 O AN A2 A B A5 A6 Al D A 90 oA 92
S ot o O okt ae® o“‘\ o“‘\ o“‘\ 0\\(\ 0\\‘\ 0\\‘\ 0\\‘\ o‘\(\ 0‘(\(\ 0‘(\(\ 0‘(\(), 0‘(\‘1 0‘(\0

3. -

)

Sekil 4.1. Secilen 18 Obezite, 415 Tip 2 diyabet (T2D) ve 1000 noétral TNP’nin
kromozomlar lizerinde dagiliminin goésterimi.
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Anadolu’da son 10.000 yil tarihsel olarak (¢ doneme ayrilarak varyantlarin

risk alel frekanslari Bolim 3.4.te acgiklandigl gibi hesaplanmis ve degisimleri

incelenmistir.

Anadolu Neolitik (n= 81), Anadolu Neolitik sonrasi (n= 238) ve gliniimiiz

Anadolu (n=16) popdtlasyonlarinda Obezite, Tip 2 diyabet ve nétral varyantlarin alel

frekansi hesaplanmistir. Antik popilasyonlarda ortalama okuma derinlikleri distk

oldugu icin Bolim 3.3.te aciklanan maksimum olabilirlik temelli alel frekans

hesaplama yontemi tercih edilmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Veri setine dahil edilen Anadolu yayinlanmis antik genom 6rneklerinin
veri Uretilme yontemlerine gore orneklem bilyuklikleri, ortalama ve
medvan okuma derinlikleri.

Rastgele Dizileme

Neolitik Neolitik Sonrasi
Veri Uretil N .
et:n re n}e Orneklem Ortalama Medyan Orneklem Ortalama  Medyan
Y ontemleri e e OKkuma Okuma el e Okuma Okuma
Biiyiikliigii N o Biiyiikligii R R
Derinligi Derinligi Derinligi Derinligi
1240K 36 0,17 0,1 218 0,1 0,07
Rastgele Dizileme 37 1,31 0,07 20 1,02 0,7
Tiim Genom
Yakalama + 8 1,06 0,34 - - -




34

1.00 1.00
.
. = = ~
_—
~— S == = |
0.75 =~ T ' 0.75
~p——— =
[ S = P G 7
g < % »\'/,\—1/\ - g’
g o< e =——4 | &
9 0,50 S = & 7= 0,50
[ N = = £
— —— e
] ]
< - S \7\\(’— Zg = | <
= = "/};i\:' *:"\\’;ZZ:I
- /,//K<) == 025
4 = — 5 1
e =
0.001 — 0.001
Neélmk Neohukéomasn Gunlmiz Neélmk I\eohuk'Sm\ram Gun(nmuz

Sekil 4.2. Obezite (n=18, mavi) ve Tip 2 diyabet (n= 404, kirmizi) ile iliskili varyantin
Anadolu Neolitik, Anadolu Neolitik sonrasi ve giiniimiiz Anadolu’daki risk alel
frekanslarinin dagilimi. Arka planda gri renk ile gosterilen cizgiler 1000 adet
notral varyantin minor alel frekansinin dagilimini géstermektedir.

Yukaridaki ¢izgi grafiginde Obezite ve Tip 2 diyabet TNP’leri icin risk alel
frekansinin, notral bolgelerden secilmis TNP’ler icin minor alel frekansinin dagihimi
gorlilmektedir. Anadolu Neolitikten glinlimiize frekansi diizenli olarak artig gosteren

2 Obezite, 10 Tip 2 diyabet; Neolitikten Neolitik sonrasi doneme artis sonrasinda

glinimize azalis gosteren 2 Obezite, 17 Tip 2 diyabet; Neolitikten Neolitik sonrasi

déneme azalis sonrasinda glinimiize artis gosteren 48 Tip 2 diyabet; Neolitikten
glinimize dizenli azalis gosteren 2 Tip 2 diyabet ve frekansi Neolitikten gliniimiize

degisim gostermeyen 2 Obezite ve 106 Tip 2 diyabet varyanti bulunmustur.

Risk alel frekansi Anadolu Neolitikten glinimiize dizenli artis gosteren
Obezite ile iliskili 2 ve Tip 2 diyabet ile iliskili 10 varyantin ve dizenli azalig gosteren
Tip 2 diyabetle iliskili 2 varyantin frekans dagilimlari ve diger fenotiplerle iliskileri Sekil
4.3.'te gosterilmektedir. Alel frekansi artis gosteren varyantlarin iliskili olduklari diger
fenotipler arasinda beslenme ve metabolizma ile iliskili oldugu bilinen fenotipler
bulunmaktadir: Vicut kitle indeksi, alkol tiiketimi, bel ¢evresi, boy uzunlugu, kalca

cevresi, tat begeni 6l¢iimu. Alel frekans artisi gozlenen
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Tip 2 diyabet 9 2
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Obezite
Zeka
Kolorektal kanser
Alkol tiketimi
Bel gevresi
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Kalga gevresi
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Menars
Norolojik bozukluklar
Retinopati x Tip 2 diyabet etkilesimi
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Sekil 4.3. Anadolu Neolitikten glinimize frekansi diizenli olarak artis ve azalis
gosteren Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlar. A panelinde risk alel
frekans degisimlerinin ¢izgi grafigi ile gosterilmistir. B panelinde GWAS
Catalog’da anlamliiliskide raporlanan (p-degeri <5x108) fenotip bilgilerinin
artan ve azalana gore sayica dagiliminin listelenmesi.

Risk alel frekansi Anadolu Neolitikten glinimiize dizenli artis gosteren
Obezite ile iliskili 2 ve Tip 2 diyabet ile iliskili 10 varyantin ve dizenli azalis gosteren

Tip 2 diyabetle iligkili 2 varyantin iliskili oldugu genlerin rol oynadiklari sinyal yolaklari,
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molekiler fonksiyon, hiicresel bilesen ve biyolojik siireglerin analizi icin PANTHER

(161) kullanilmistir. Sekil 4.4.’te fonksiyonel siniflandirma sonuglari gosterilmektedir.

Tablo 4.2. Risk alel frekanslarinda degisim gozlenen varyantlarin yolak analizleri.

Risk Alel
Frekansinin Varyant Fenotip Gen Panther Protein Sinifi Metabolik Yolak
Degisimi
rs7531118 Obezite
rs9948462 | Tip2Diyabet | LAMAI hicre yapisma integrin sinyal yolag
i i in si 1
p 2ol molekiili(PCO0069) grin sinyal yolag
rs2767036 Tip 2 Diyabet PDHX asetiltransferaz(PC00038)
rs6073143 Tip 2 Diyabet IFT52 -
rs1872635 Tip 2 Diyabet SMUG1 DNA glikosilaz(PC00010)
C2H2 gink k
154673712 | Tip 2 Diyabet | IKZF2 ~ohe ginko parma
transkripsiyon faktorii (PC00248)
Artanlar
rs9479 Tip 2 Diyabet PML ubikitin-protein ligaz(PC00234) p53 yolagi
rs17035289 Tip 2 Diyabet TET2 - -
rs3101336 Obezite NEGR1 imm{inoglobulin(PC00123)
rs34845373 Tip 2 Diyabet DTNB ubikitin-protein ligaz(PC00234)
Alzheimer hastaligi-presenilin
4132670, DNA-bagl t kripsi g i g
rs Tip 2 Diyabet TCF7L2 ag EiVIfI ranskripsiyon yolagi, Wnt sinyal yolagi,
rs35011184 faktori(PC00218) Kadherin sinyal yolagi,
Anjiyogenez
rs12578595 Tip 2 Diyabet PTHLH peptit hormonu (PC00179) -
Azalanlar . i . Gonadotropin salgilatici hormon
. . reseptor olmayan serin/treonin . . .
rs730497 Tip 2 Diyabet GCK L reseptor yolagi, Apoptoz sinyal
protein kinaz(PC00167) olag
yolagi

Tablo 4.2.de risk alel degisimlerine gore iliskili genlerin yolak analizleri

sonuglari listelenmektedir. Risk alel frekansinin Anadolu’da Neolitikten glinimiize

artis gosterdigi varyantlarda LAMA1 geniintegrin sinyal yolagi ile, PML geni p53 yolagi

ile ve TCF7L2 geni Wnt sinyal yolagl, anjiyogenez, Alzheimer hastaligi-presenilin yolagi

ve kaderin sinyal yolagiyla iliskilidir. Risk alel frekansinin Anadolu’da Neolitikten

glinimize azalma gosterdigi varyantlarda GCK geni apoptoz sinyal yolagl ve

Gonadotropin salgilatici hormon reseptér yolaginda rol almaktadir.
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Sekil 4.4. Risk alel frekansi Neolitikten gliniimiize diizenli artis ve azalis gbsteren Obezite ve Tip 2 diyabetle iliskili TNP’lerin iliskili oldugu
genlerin gen ontolojisi analizi. (A) Hicresel Bilesenler (B) Sinyal Yolaklari (C) Biyolojik Stregler (D) Molekiler Fonksiyon.
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Antik ve glinimiiz Anadolu bireyleri Gzerindeki risk alel ytkiniin dagilimi
incelenmek istenmistir. Bu amagla Boélim 3.4.'te alel frekans hesaplamasi igin
kullanilan risk alel sahip sekans sayilarindan yararlaniimistir. Her lokus icin T toplam
sekans sayisl, R risk alele sahip sekans sayisini ifade ederken risk alel sayisi (R/T>0.5)

olan varyantlarda risk alel sayisi 1 olarak kabul edilerek hesaplanmistir.

. Obezite . Tip 2 Diyabet

hxx

“hew

*Ek%

xxk%

100

10 7

Her Bireydeki Toplam Risk Aleli Sayisi

Neolitik Neolitik Sonrasi Giinlimiiz

Sekil 4.5. Anadolu antik ve gilinimiiz donemlerinden secilen bireylerin tasidigi
Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili toplam risk alel sayilarinin kutu grafigi ile
gosterimi. Y ekseni log(10) tabanina gore oOlceklendirilmistir.
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ikili ddnemler arasi alel frekansi karsilastirilirken nétral varyantlarin minér alel
frekanslari ile Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlarin risk alel frekanslari
karsilastinimistir. Obezite, Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlardan dénemler arasinda
risk alel frekansi artis ve azalis gdsterenler karsilastirmaya dahil edilmistir. Donemler
arasi risk alel frekansi artis ve azalis gésteren Obezite ve Tip 2 diyabet varyantlarinin
sayilari Tablo 4.3.’te listelenmistir. Karsilastirma icin alel frekans degerleri sifir ile bir
arasinda 0,05’erli gruplara bolinerek atanmis ve frekans artisi gosterdikleri ddnemde
ayni gruba atanan nétral varyantlarin ortalama alel frekansi ile Obezite ve Tip 2

diyabet varyantlarinin ortalama risk alel frekanslari karsilastiriimistir.

Tablo 4.3. ikili dénemler arasi karsilastirmalarda ilgili fenotiple iliskili alellerin
frekansinin artisi ve azalisina gére TNP sayilari listelenmistir.

i Neolitik - Neolitik Sonrasi | Neolitik Sonrasi - Giiniimiiz Neolitik - Glinlimiiz
Fenotipler
Frekans Artisi I Frekans Azalisi | Frekans Artigi I Frekans Azalisi Frekans Artisi I Frekans Azalisi
Obezite 6 2 5 3 4 2
Tip 2 Diyabet 59 83 121 35 107 56

Alel frekansi degisikliklerinin anlamhligini test etmek igin non-parametrik
Wilcoxon testi kullaniimis ve "rstatix" paket fonksiyonlari (v0.7.2) kullanilarak tiim
ozellikler icin p degerlerine "Bonferroni” ¢oklu test diizeltme yontemi uygulanmistir.
Sonrasinda fenotiple iliskili alellerin ayni donemdeki notral alellerle frekanslarini
karsilastirmak icin non-parametrik Mann-Whitney U testi kullaniimis ve "rstatix"
paket fonksiyonlari kullanilarak tiim ozellikler icin p degerlerine “Bonferroni" ¢oklu

test diizeltme yontemi uygulanmistir.
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Neolitikten Neolitik sonrasi déneme Tip 2 diyabetle iliskili artis gosteren risk
alellerinin ortalama frekans degisimleri frekans artisi gosterdikleri donemde ayni
frekanstaki notral varyantlarin ortalama alel frekans degisimi ile kiyaslandiginda

anlamh farkhlik gostermektedir (Sekil 4.6.).

A
Obezite, Artig Tip 2 Diyabet, Artig
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Sekil 4.6. Neolitikten Neolitik sonrasi doneme risk alel frekans artisi (sol panel) ve azalisi
(sag panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet (kirmizi) varyantlarinin
noétral varyantlarin alel frekanslari (sari) ile karsilastiriimasi. Obezite ve Tip 2
diyabet ile noétral alel frekanslarinin ortalamalari Mann-Whitney U testi ile
karsilastirilmig ve Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri anlamliliklarina gore
anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu grafikler Gzerinde gosterilmistir.
Obezite, Tip 2 diyabet ve nétral alel frekanslarinin dénemler arasi degisimi ise
Wilcoxon testi ile karsilastiriimis Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri <0,05) kutu grafikler izerinde
gosterilmistir.
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Neolitikten ginimize Tip 2 diyabetle iligkili azalis gosteren risk alellerinin
ortalama frekans degisimleri frekansin azalma gosterdigi donemde ayni frekanstaki
notral varyantlarin ortalama alel frekans degisimi ile kiyaslandiginda anlaml farklihk

gostermektedir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.7. Neolitik sonrasi donemden giinimiize risk alel frekans artisi (sol panel) ve
azahsi (sag panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet (kirmizi)
varyantlarinin nétral varyantlarin alel frekanslari (sari) ile karsilagtiriimasi.
Obezite ve Tip 2 diyabet ile notral alel frekanslarinin ortalamalari Mann-
Whitney U testi ile karsilastirilmis ve Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina gére anlamh sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu grafikler
Uzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve noétral alel frekanslarinin
donemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile karsilastiriimis Bonferroni
diizeltmesi sonucu p-degeri anlamliliklarina goére anlamh sonuclar (p-degeri
<0,05) kutu grafikler izerinde gosterilmistir.
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panel) ve azaligl (sag
panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet (kirmizi) varyantlarinin
noétral varyantlarin alel frekanslari (sari) ile karsilastiriimasi. Obezite ve Tip
2 diyabet ile notral alel frekanslarinin ortalamalari Mann-Whitney U testi
ile karsilastinlmis  ve Bonferroni dlzeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu grafikler
Uzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve notral alel frekanslarinin
doénemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile karsilastirilmis Bonferroni
diizeltmesi sonucu p-degeri anlamliliklarina gére anlamli sonuglar (p-
degeri <0,05) kutu grafikler Gzerinde gosterilmistir.
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Anadolu’da Neolitikten giinimize alel frekans degisikliklerinin yonli bir
degisimi isaret edip etmedigini anlamak icin frekansa dayali secilim testleri ile her
popllasyon cifti test edilmistir. Bu tez calismasinda fenotipi ortaya ¢ikarma olasiligini
artiran alellerin yayginliklarinin giinimiizde daha yiksek oldugu varsayilarak bu
artisin pozitif secilim kaynakli olup olmadigini test edip karsilastirilan popilasyon
ciftleri icinde varyantlarin zaman igindeki yonli degisimi de anlatiimak istendigi icin

Fsristatistigine ek olarak poplilasyon dal istatistigi de uygulanmistir.
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Sekil 4.9. Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlarin risk alelleri i¢cin donem ciftleri arasinda alel frekansi degisiklikleri. A panelinde
Neolitik-Neolitik sonrasi dénem giftleri, B panelinde Neolitik sonrasi gliniimiiz donem giftleri, C panelinde Neolitik ve gliniimuiz
donem ciftleri incelenmektedir. Sol panellerde alel frekansinin artis gosterdigi, sag panellerde alel frekansinin azalis gosterdigi
Obezite (mavi), Tip 2 diyabet (kirmizi) ve noétral (gri) ile iliskili varyantlarin alel frekanslarinin dagilimlari gizgi grafigi ile

gosterilmektedir.
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4.3. Secilim Analizleri Sonuglar

Fsristatistigini analiz edilirken amaclanan Tip 2 diyabet ve Obezite TNP’lerinin
notral bolgelerdeki TNP’lerden hangi donem ciftleri arasinda 6énemli oOlglide farkh
oldugunu bulmak olmustur. Popilasyonlarin farklilasma 6l¢lisii olarak sik¢a kullanilan
Fsr degerleri Bolim 3.4’te aciklandigl gibi ANGSD kullanilarak her bir TNP icin her
poplilasyon cifti arasinda Olglilmustiir. Daha sonra, alel frekansinda ©6nemli
degisiklikler olup olmadigini test etmek icin her fenotiple iliskili TNP’lerin Fsr
degerlerinin dagilimini n6tr bolgelerdeki TNP’lerle R programlama dili (versiyon 4.3),
https://www.r-project.org/) ile ANOVA testini takip eden post-hoc Tukey’s testi
kullanilarak karsilastiriimistir. Obezite ve Tip 2 diyabet varyantlarinin populasyonlar
arasinda notral bolgeden farkhlik gdstermesinin evrimsel arka plani demografik
yollarla popllasyonlar arasi karisimin bir sonucu veya genetik sliriiklenme olarak

aciklanabilmektedir.
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Sekil 4.10. Fenotip ile iligkili ve ndtral TNP’lerin Fsr dagilimlari. Kirmizi kesikli dikey ¢izgi, notral TNP'lerin ortalama Fsr 'sini gdstermektedir.
ANOVA testini takiben uygulanan Tukey testine gore notral TNP'lerden farkhlik gosteren (p degeri<0.05) fenotipler turuncu,
farklilik gostermeyen (p degeri> 0.05) fenotipler mavi ile gosterilmistir. Kutu grafiklerinin sag tarafinda p degerlerini gdostermekte

iken sol tarafinda TNP sayilarini temsil etmektedir.
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Sekil 4.10.”da fenotiplerle iliskili TNP’lerin ve nétr bolgelerdeki TNP’lerin Fsr
dagihimlari ayni sekilde sirasiyla mavi ve seffaf renkli kutu grafikleriyle gdsterilmistir.
ANOVA testini takiben uygulanan Tukey testine gore notral TNP'lerden 6nemli 6lglide
farkhihk gosteren (p-degeri<0,05) fenotipler turuncu olarak gosterilmistir.
Karsilastirdigimiz dénemler arasinda Fsr degerlerinin dagilimlari nétral bolgelerden
anlamli dlglide (p-degeri< 0,05) farkhlik gosterenler: Anadolu Neolitik ve Anadolu Post
Neolitik arasinda nétral bolge icin ortalama Fsr degeri 0,01223509 iken Tip 2 diyabet
icin 0,01488753 (p-degeri = 9.97 x 10°) ve Obezite icin 0,03142205 (p-degeri <0,05),
Anadolu Neolitik ve Anadolu Glnumdiz arasinda noétral bolge icin ortalama Fsr degeri
0,0224476 iken, Tip 2 diyabet icin 0,02903933 (p-degeri = 0,000966) ve Obezite icin
0,05041716 (p-degeri = 0,000726). Notral bolgelerden daha yiiksek Fsr degerleri, alel
frekansindaki degisikliklerin adaptif oldugunu fikri ile uyumludur (162, 163).
Sonuglarimiz bu fenotipler icin karsilastirma vyapilan popilasyon ciftlerini

farklilastiran poligenik adaptasyon sinyali olabilecegini isaret etmektedir.

Calismanin sonraki kisimlarinda dénemler arasinda fenotiple iliskili TNP’lerin Fsr
degerleri notral bolgelere kiyasla farklihk gosterdigi Anadolu Neolitik-Anadolu Post
Neolitik ve Anadolu Neolitik-Anadolu Glinimuz popilasyon karsilastirmalarina

odaklanilmistir.

Poligenik adaptasyon sinyali gérilen fenotiplerde risk alel frekansinin arttigi
gozlemlenen varyantlarin her birinin Fsr degerlerini frekansin artis gosterdigi donem
icin ayni alel frekansina sahip notral varyantlarin Fsr degerleri ile karsilastirdik. Her
donem cifti arasinda Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlarla nétral varyantlar
arasindaki Fsr degisikliklerinin 6nemini test etmek icin Student's t-testi kullanilmistir.
istatiksek olarak anlamli farkhlik (p-degeri <0,05) gdsteren varyantlar icinden alel

frekansi artisi gozlenenler Tablo 4.4.’te listelenmistir.



Tablo 4.4. Risk alel frekansi artis gosteren Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlarin Fsrdegerlerinin notral varyantlarin Fsr degerleri

ile karsilastirmasinin listesi.

Risk Natral TNP . Neolitik Giinlimiiz
TNP F i Lok: geri Karsil lan Popiil | Ismi Tiirli Neolitik RAF
enotip okasyon Aleli Sayisi p degeri (t test) arsilastirilan Popiilasyonlar Gen Ismi Gen Tirli eoliti Sonrasi RAF RAE
rs2112347 Obezite 5:75719417 T 5 0.00000453 Anadolu Neolitik - Anadolu Ginimuz SLC25A5P9 - POCS psodogen - protein kodlayan 0 0,24 0,35
rs4132670  Tip 2 Diyabet = 10:113008012 A 9 0.01264257  Anadolu Neolitik - Anadolu Neolitik Sonrasi TCF7L2 protein kodlayan 0 0,07 0,49
rs10993072  Tip 2 Diyabet 9:94152720 C 6 0.0000276 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimuiz MIRLET7A1HG - PTPDC1 INcRNA - protein kodlayan 0 0 0,15
rs11181613  Tip 2 Diyabet 12:42652647 C 11 0.00052164 Anadolu Neolitik - Anadolu Ginuimuz LINC02451 IncRNA 0 0 0,08
rs12681990  Tip 2 Diyabet 8:37001668 C 10 0.00658774 Anadolu Neolitik - Anadolu Ginimuz SMARCE1P4 - KCNU1 psédogen - protein kodlayan 0 0,48 0,06
rs17035289  Tip 2 Diyabet = 4:105127134 C 7 0.01275505 Anadolu Neolitik - Anadolu Ginimuz TET2 - RNU6 - 351P protein kodlayan - snRNA 0 0,06 0,24
rs17684074  Tip 2 Diyabet = 18:57008153 G 6 3.72E-08 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimuz WDR7 protein kodlayan 0,02 0,06 0,15
rs1922879  Tip 2 Diyabet 7:147961447 G 5 0.00117829 Anadolu Neolitik - Anadolu Ginimuz CNTNAP2 protein kodlayan 0 0,01 0,35
rs2240716  Tip 2 Diyabet 22:19982173 C 4 0.02776913 Anadolu Neolitik - Anadolu Ginimuz ARVCF protein kodlayan 0 0,23 0,18
rs2820444 Tip 2 Diyabet 1:219568478 G 4 1.03E-09 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimiz LYPLAL1 - AS1 - ZC3H11B - - protein kodlayan 0 0 0,3
rs34845373  Tip 2 Diyabet 2:25412902 G 4 0.00027164 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimuiz DTNB protein kodlayan 0 0,14 0,3
) . 5 0.0029816 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimuz . .
rs4673712  Tip 2 Diyabet 2:212964997 C MIR4776 - 1 - IKZF2 miRNA - protein kodlayan 0 0,06 0,19
7 0.00746172  Anadolu Neolitik - Anadolu Neolitik Sonrasi
. X 4 0.000000284 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimuz . .
rs510062 Tip 2 Diyabet 8:96126510 G GAPDHP30 - GDF6 psédogen - protein kodlayan 0 0,28 0,3
4 0.00000013  Anadolu Neolitik - Anadolu Neolitik Sonrasi
rs55812705  Tip 2 Diyabet 6:111417590 C 10 0.02868825 Anadolu Neolitik MFSD4B - REV3L protein kodlayan - protein kodlayan 0 0 0,06
rs59489841  Tip 2 Diyabet 3:173992905 C 4 0.000000132 Anadolu Neolitik NLGN1 protein kodlayan 0 0 0,3
rs60573766  Tip 2 Diyabet 1:20361859 C 11 0.00954321 Anadolu Neolitik - Anadolu Ginuimuz LINCO1141 IncRNA 0 0 0,08
4 0.00000131 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimiiz
rs7029718 Tip 2 Diyabet 9:23358497 G - - 0 0,16 0,3
6 0.000000847  Anadolu Neolitik - Anadolu Neolitik Sonrasi
rs73184014  Tip 2 Diyabet 7:104875827 G 5 0.0254681 Anadolu Neolitik - Anadolu Neolitik Sonrasi LHFPL3 protein kodlayan 0 0,19 0,16
rs7330796  Tip 2 Diyabet 13:75324027 17 0.03033099 Anadolu Neolitik - Anadolu Ginimuz TBC1D4 protein kodlayan 0,72 0,65 1
rs7645613  Tip 2 Diyabet =~ 3:115344825 C 5 0.02353322 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimuz EIF4E2P2 psodogen 0 0 0,19
4 0.03638198 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimiiz
rs7660000 Tip 2 Diyabet 4:88830707 C FAM13A protein kodlayan 0,01 0,13 0,17
6 0.01579997  Anadolu Neolitik - Anadolu Neolitik Sonrasi
rs8071043  Tip 2 Diyabet 17:4085157 C 5 0.03561473 Anadolu Neolitik - Anadolu Giinimuz ZZEF1 protein kodlayan 0 0,54 0,19
rs9385400  Tip 2 Diyabet 6:126443044 T 7 0.0000906 Anadolu Neolitik - Anadolu Neolitik Sonrasi MIR588 - CENPW miRNA - protein kodlayan 0,12 0,5 0,61

TNP’lerle iliskili genomik lokasyonu, risk aleli, risk alel frekansi, varyanta en yakin genlerin isimleri, genlerin tiirleri listelenmistir. Risk alel frekansi, RAF.
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Risk alel frekansi Anadolu Neolitik ile Anadolu Neolitik Sonrasi dénemleri
arasinda artis gosteren ve Fsr karsilastirma yaklasimini kullanarak nétral lokuslardan
farkli olan 8 TNP bulunmustur. Bu 8 varyant Tip 2 diyabet ile iliskilidir ve varyantlarin
genomik lokasyon olarak en yakin olduklari 4 gen Tablo 4.4’te listelenmistir. Bu
genlerden yedisi protein kodlayan, ikisi miRNA, kalan {i¢ tanesinin ikisi psédogen ve

snRNA’dir. rs7029718 varyanti ile iliskili gen bulunmamaktadir.

Risk alel frekansi Anadolu Neolitik ile Anadolu Glinimuz dénemleri arasinda
artis gosteren ve Fsr karsilastirma yaklasimini kullanarak nétral lokuslardan farkl olan
20 TNP bulunmustur. Bu 20 varyanttan 19'u Tip 2 diyabet ile biri Obezite ile iliskilidir.
Varyantlarin genomik lokasyon olarak en yakin olduklari 24 gen Tablo 4.4’te
listelenmistir. Bu genlerden on altisi protein kodlayan, dordii psodogen, ici IncRNA

ve biri miRNA’dir. rs7029718 varyanti ile iliskili gen bulunmamaktadir.

Fsrtahminine dayali analize ek olarak, ayni donemler arasinda popiilasyon dal
istatistigine (PDI) dayali analiz ile risk alel frekans artisinin gdzlendigi popiilasyon
dallarindaki secilim sinyalleri arastirilmistir. iki karsilastirma icin de Anadolu
popilasyonlarina dis grup olarak 1000 Genom Projesi Faz 3'ten (123) Yoruba
popiilasyonu secilmistir. PDi skorlari, ANGSD (v0.934) (141) ile hesaplanan Fsr
tahminleri kullanilarak Gere¢ ve Yontemler 3.5. Bolimiinde aciklandigi gibi

hesaplanmistir.

Tez kapsaminda secilen Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili TNP'lerden
popiilasyon dal istatistigi dagilimin %99,5 yiizdelik diliminin izerinde PDi skorlarina
sahip TNP'ler, kromozom numarasi, pozisyon, risk aleli, risk alel frekansi, varyanta en
yakin genlerin isimleri, genlerin tiirleri ve mutasyon sonuclari Tablo 4.5.'te

gosterilmisgtir.



Tablo 4.5. Populasyon dal istatistigi karsilagtirmalarinda belirlenen esik degerinin Uzerinde olan ve risk alel frekans degisimi

hesaplanabilen TNP’lerin listesi.

. Neolitik
Risk Popilasyon Dal Istatistigi Karsilastirilan Popiilasyon Dal Frekans Neolitik . Mutasyonun En
TNP Fenotip Lokasyon . pulasy . s stias . P . _,Y et . Sonrasi Gen Ismi Gen Turi . 4
Aleli Popiilasyonlar Istatistigi Skoru Degisimi RAF RAF Ciddi Sonuglar
ATXN10 - rotein kodlayan -
rs28637892 Tip 2 Diyabet 22:45917738 T Anadolu Neolitik Sonrasi - Anadolu Neolitik 0,1851349 Azalma 0,05 0 P . v intergenik varyant
WNT78B protein kodlayan
rs9859406 Tip 2 Diyabet 3:185816694 G Anadolu Neolitik Sonrasi - Anadolu Neolitik 0,09984142 Azalma 0,24 0 IGF2BP2 protein kodlayan intron varyant
rs10305420 Tip 2 Diyabet 6:39048860 C Anadolu Neolitik Sonrasi - Anadolu Neolitik 0,0921697 Artma 0 0,4 GLP1IR protein kodlayan missense varyanti
. Risk Popiilasyon Dal istatistigi Karsilastirilan Popiilasyon Dal Frekans Neolitik Giliniimiiz L - Mutasyonun En
TNP Fenoti Lokasyon . Gen Ismi Gen Tiirli
P Y Aleli Popilasyonlar Istatistigi Skoru Degisimi RAF RAF Ciddi Sonuglari
. P . RNUG6 - 1246P - . .
rs7531118 Obezite 1:72371556 C Anadolu Ginimiiz - Anadolu Neolitik 0,20100855 Artma 0,18 0,75 RPL31P12 SnRNA - psédogen intron varyant
rs35011184 Tip 2 Diyabet = 10:112989975 G Anadolu Giinimuiz - Anadolu Neolitik 0,17090062 Artma 0 0,47 TCF7L2 protein kodlayan intron varyant
rs1815591 Tip 2 Diyabet 20:62645662 T Anadolu Ginimiiz - Anadolu Neolitik 0,16220126 Artma 0,48 0,72 SLCO4A1 protein kodlayan intron varyant
. . e . LYPLALL - AS1 - IncRNA - protein . i
rs2820444 Tip 2 Diyabet 1:219568478 G Anadolu Glinimiiz - Anadolu Neolitik 0,15449761 Artma 0 0,3 intergenik varyant
ZC3H11B kodlayan
rs1922879 Tip 2 Diyabet 7:147961447 G Anadolu Glinimiiz - Anadolu Neolitik 0,14605817 Artma 0 0,35 CNTNAP2 protein kodlayan intron varyant
. . e - protein kodlayan - X X
rs6712905 Tip 2 Diyabet 2:196087286 C Anadolu Giinimiiz - Anadolu Neolitik 0,14535714 Azalma 0,49 0,02 DNAH7 - STK17B protein kodlayan intergenik varyant
. . e " ASCL2 - protein kodlayan - regulator bolge
rs7107784 Tip 2 Diyabet 11:2193859 G Anadolu Ginimiiz - Anadolu Neolitik 0,14191428 Artma 0,63 0,84 X
MIR4686 miRNA varyanti
kodlamayan
rs917195 Tip 2 Diyabet 7:30688836 C Anadolu Glinimiiz - Anadolu Neolitik 0,13738093 Artma 0,05 0,23 CRHR2 protein kodlayan transkript ekzon
varyanti
rs2257883 Tip 2 Diyabet 12:65822382 G Anadolu Glinimiiz - Anadolu Neolitik 0,12029167 Artma 0 0,2 RPSAP52 psédogen intron varyant
rs13005841 Tip 2 Diyabet 2:211437848 T Anadolu Giinimiiz - Anadolu Neolitik 0,11058333 Artma 0 0,33 ERBB4 protein kodlayan intron varyant
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TNP’lerle iliskili genomik lokasyonu, risk aleli, risk alel frekansi, varyanta en yakin genlerin isimleri, genlerin tirleri ve mutasyona dair bilgiler listelenmistir. Risk alel

frekansi, RAF.
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Sekil 4.11. Anadolu Neolitik, Anadolu Neolitik sonrasi ve Yoruba popdtlasyonlari
arasindaki popllasyon dal istatistigi analizi icin Manhattan grafigi.
Hedef popilasyon Anadolu Neolitik sonrasi ve dis grup Yoruba secilmistir.

Sekil 4.11.”de gosterilen PDi skoru dagilimi, Anadolu Neolitik Sonrasi dalinda
tez kapsaminda incelemek icin hedeflenen TNP’lerden Tip 2 diyabet ile iliskili 9 TNP
icin sinyali gostermektedir. Bunlar arasinda alel frekans degisimi istatiksel olarak
glven araliklarina uygun bir sekilde hesaplayabilen 3 TNP’den ikisinin rs28637892,
rs9859406 risk alel frekansinda azalma ve rs10305420 varyantinin alel frekansinda
artis gézlemlenmistir (Tablo 4.5.). Sinyal yakalanan varyantlarin genomik lokasyon
olarak en yakin olduklari 4 gen Tablo 4.5.’te listelenmistir. Bu genlerin hepsi protein

kodlayan genlerdir.

En glicli secilim sinyali (PDI skoru= 0,1851349), GWAS Catalog'da Tip 2
diyabet ile iliskilendirilmis, risk alel frekansinda azalma gozlemledigimiz bir intergenik
varyantdir (rs28637892). En vyiiksek ikinci secilim sinyali (PDi skoru= 0,09984142)
IGF2BP2 geninde bulunan Tip 2 diyabet ile iliskili risk alel frekansinda azalma
gdzlemledigimiz bir intron varyanti olan rs9859406’dir. Yakaladigimiz son sinyal (PDI
skoru= 0,0921697) Tip 2 diyabet ile iliskili Neolitik donemden Neolitik Sonrasi
déneme risk alel frekansinda artis gozlemlenen bir missense varyant olan
rs10305420’dir. GWAS Catalog’da Tip 2 diyabet ve sigaraya baslama 6zelligi ile de

iliskilendirilmistir.
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Sekil 4.12. Anadolu Giniimiz, Anadolu Neolitik ve Yoruba poptlasyonlari arasindaki
popilasyon dal istatistigi analizi icin Manhattan grafigi. Hedef popilasyon
Anadolu Glinim{iz ve dis grup Yoruba secilmistir.

Sekil 4.12.'de gésterilen PDi skoru dagilimi, Anadolu Giiniimiiz dalinda tez
kapsaminda incelemek icin hedeflenen TNP’lerden Obezite icin 1, Tip 2 diyabet ile
iliskili 9 TNP icin sinyali gbstermektedir. Bunlar arasinda alel frekans degisimi istatiksel
olarak gliven araliklarina uygun bir sekilde 10 TNP’den birinin rs6712905 risk alel
frekansinda azalma ve rs13005841, rs1815591, rs1922879, rs2257883, rs2820444,
rs35011184, rs7107784, rs7531118, rs917195 varyantlarinin alel frekansinda artis
gozlemlenmistir (Tablo 4.5.). Sinyal yakalanan varyantlarin genomik lokasyon olarak
en yakin olduklari 14 gen Tablo 4.5.’de listelenmistir. Bu genlerden dokuzu protein

kodlayan, ikisi psddogen, kalan (i¢ tanesi INcRNA, snRNA ve miRNA'dir.

En giiclii secilim sinyali (PDi skoru= 0,20100855), GWAS Catalog'da obezite ile
iliskilendirilmis bir intron varyantidir (rs7531118). rs7531118 ayni zamanda kalca-bel
cevresi 0Ol¢lisl, vicut kitle indeksi ve bazi néronal bozukluklarla iliskilendirilmistir

(dikkat eksikligi ve hiper aktivite bozuklugu, major depresif bozukluk gibi).
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En yiksek ikinci secilim sinyali (PDi skoru= 0,17090062) TCF7L2 geninde
bulunan bir intron varyanti olan rs35011184’tiir. Sekil 4.13.te risk alel frekans
degisimi gosterilen varyant ile iliskili GWAS Catalog'da bulunan Tip 2 diyabet ile iliskili
tek calisma bulunmaktadir (164). GWAS Catalog'a gore TCF7L2 geni hemoglobin Alc
seviyeleri, Tip 2 diyabet, aclik kan sekeri, aclik insilin seviyeleri ve viicut kitle indeksi
ile iliskilidir. TCF7L2 geni fonksiyonel domainleri yiksek oranda korunmus
sekanslardan olusan Wnt sinyal yolaginin parcasini olusturan transkripsiyon

faktoradur ve Tip 2 diyabet galismalarinda siklikla galisan bir gendir.

0.5 rs4132670
rs35011184

0.4+

0.3

Alel Frekansi

0.1+

0.0

Neolitik Neolitik Sonrasi Giiniimiiz

Sekil 4.13. Poplilasyon dal istatistigi ve Fsr analizi ile secilim izi yakalanan ve alel
frekans artisi gozlenen TCF7L2 genindeki varyantlarin risk alel frekanslarinin

degisimi.
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Sekil 4.14. Popiilasyon dal istatistigi analizleriile segilim sinyali yakalanan varyantlarin
risk alel frekans dagilimlari. A panelinde Anadolu Neolitik sonrasi dalinda
secilim sinyali yakalanan ve risk alel frekansi degisimi gozlenen (g Tip 2
diyabet (kirmizi) varyantinin frekans dagilimlari ¢izgi grafik ile
gosterilmektedir. B panelinde Anadolu giniimiz dalinda dalinda segilim
sinyali yakalanan ve risk alel frekansi degisimi gozlenen 9 Tip 2 diyabet
(kirmizi) ve bir Obezite (mavi) varyantinin frekans dagilimlari ¢izgi grafik ile
gosterilmektedir.

GUnUmuze kadar Obezite ve Tip 2 diyabet icin yapilmis ¢alismalar modern insan
popllasyonlari temel alinarak yapilan ¢alismalardir. Tip 2 diyabet ile iliskili alellerle
iliskili bazi secilim ¢alismalarinin sonuglari tutumlu gen hipoteziyle ¢elismistir (162,
165). Ornegin pozitif secilim altinda olan alellerin risk alellerine kiyasla koruyucu
aleller olduguna dair veri sunulmustur (78, 166, 167). Bu calismalardan birinde viicut
kitle indeksi ile iliskili 165 varyant analiz edilmis ve pozitif secilim sinyali yakalanan
dokuz varyanttan dordii yag depolanmasini tesvik eden risk aleli icin secilimi, kalan

bes varyantta zayiflikla iliskili aleller Gzerinde segilime dair veri sunmustur (166).

insan Genomu Cesitliligi Projesi (HGDP) popiilasyonlari kullanilarak yapilan bir
calismada (168) poplilasyonlar arasinda Tip 2 diyabetle iliskili lokuslarda yiksek
derecede farklilasma oldugu ve bu farkhlagsmanin en ¢ok Dogu Asya ve Sahra alti
Afrika populasyonlarinda belirgin olduguna dair veri sunmustur. Ayni ¢alismada Dogu
Asyalilarda haplotip bazli analizlerde genisletilmis haplotip homozigotlugu (ing.

Extended haplotype homozygosity) ve diger poplilasyonlara kiyasla vyiksek
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farklilasma gosteren Tip 2 diyabetle iligskili HHEX, TCF7L2 geni gibi dogal segilime

maruz kalmis lokuslar tanimlanmistir (168).

Afrika genomlarinda secilimin enerji metabolizmasi, yag dokusu biyolojisi,
insulin etkisi ve tuz tutma dahil olmak lizere Tip 2 diyabet ve hipertansiyonun altinda
yatan mekanizmalar lzerindeki etkisine dair yapilan bir calismada PPARA ve TCF7L2
genlerindeki varyantlar icin bulunan segilim etkileri ayrica MPHOSPH9, TMEM127,
ZRANB3 ve MC3R dahil olmak Uzere cesitli genler icin insiilin direnci ve salgilanmasi
dahil olmak Uzere insilin etkisi Gzerinde segilim etkilerine dair kanitlar bulunmustur

(169).

Segurel ve arkadaslari (167) tarafindan Tutumlu gen hipotezinin aksine, Tip 2
diyabet ile iligkili risk alelleri yerine, bazi koruyucu alellerin pozitif segilim baskisi
altinda oldugu tespit edilmistir. Orta Asya'dan bir ¢oban ve bir ¢iftci popilasyonunu
karsilastirarak Tip 2 diyabet ile iliskili 10 varyanttaki secilim paternlerini inceledikleri
¢alismada iki poptlasyon igin de Neolitik donemden itibaren koruyucu aleller
Uzerinde pozitif secilim izlerini tespit etmislerdir. Tanimladiklari koruyucu aleller 5500
ila 12.000 yil 6nce, ilk tarim devrimi zamaninda ortaya ¢ikmis oldugu icin bu gegis
sliresince secilim baskisina ugramis olabilecekleri diistinlilmektedir. Calismada Orta
Asya'da iki popilasyonda Tip 2 diyabet ile iliskili LEPR (rs1137100), HHEX (rs1111875)
ve PON1 (rs3917498) genlerindeki varyantlar icin bu secilim etkileri bulunmustur
(167).

4.4. ileri Zamanh Genetik Benzetim ile Anadolu Popiilasyonlarinda Nétral

Senaryo Altinda Alel Frekans Degisimlerinin Modellenmesi

Fenotiple ilgili secilen varyantlarin alel frekanslarindaki degisikliklerin hangi
evrimsel senaryo altinda gerceklestigi test edilmek istenmistir. Bu amacla yapilan ileri
zamanl genetik benzetim analizleri SLiM (v.3.7) (153) kullanarak simiile edilmis
veriler Gzerinde alel frekansi hesaplanmistir. Kullanilan parametre ve degerler

Gerekge ve Metot Bolim 3.5'te agiklanmigtir.
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Neolitik donemi temsilen gliniimiizden 10.000-6000 yil 6ncesinden 100 birey,
Neolitik sonrasi donemi temsil eden gliniimiizden 5200-3200 yil 6ncesinden 100 birey
ve glinimiz Anadolu dénemini temsil eden 100 birey icin 10 Mb’lik genom dizisi
varyant ¢cagirma dosyasi (VCF) formatinda Uretilmistir. Anadolu’daki Neolitik, Neolitik
sonrasl ve glnlmuzdeki dénemler arasindaki alel frekanslari arasindaki degisimi
gozlemlemek amaglanarak simiile edilmis poptlasyonlarin VCF dosyalarindan Plink

(v.1.9) (122) ile toplam 55.921 TNP icin mindr alel frekansi hesaplanmistir (Sekil
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Sekil 4.15. ileri zamanli genetik benzetim ile Anadolu popiilasyonlarinda nétral
senaryo altinda hesaplanan alel frekanslarinin dagilimi. A panelinde her
donem icin ortalama alel frekanslari kirmizi elmas sekli ile gosterilmistir.

Alel frekans hesaplamalarindan sonra, bu frekanslar R'da (v4.2.2,
https://www.r-project.org/) artan ve azalan butln aleller icin her donem cifti
arasinda karsilastiriimistir. Alel frekansi degisikliklerinin anlamliligini test etmek icin
non-parametrik Wilcoxon testi kullanilmis ve "rstatix" paket fonksiyonlari (v0.7.2)
kullanilarak tim ozellikler icin p degerlerine "Bonferroni” c¢oklu test dizeltme
yontemi uygulanmistir. Sonrasinda gercek veri iliskili alellerin ayni donemdeki noétral
alellerle frekanslarini karsilastirmak igin non-parametrik Mann-Whitney U testi
kullanilimis ve "rstatix" paket fonksiyonlari kullanilarak tim o6zellikler icin p
degerlerine “Bonferroni" ¢oklu test diizeltme ydntemi uygulanmistir. ikili dénemler
arasi alel frekansi karsilastirilirken notral senaryo altinda hesaplanan alel frekanslari

ile gercek veriden maksimum olabilirlik temelli yaklagim kullanilarak hesaplanan
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Obezite, Tip 2 diyabet ve noétral varyantlarin alel frekanslari karsilagtiriimigtir. Gergek
veriden hesaplanan Obezite, Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlarin dénemler arasinda
risk alel frekansi artis ve azalma gosterenler karsilastirmaya dahil edilirken, noétral
varyantlarin tamami karsilastirmaya dahil edilmistir. Karsilastirma igin alel frekans
degerleri sifir ile bir arasinda 0,05’erli boliinen gruplara atanmis ve frekans degisimi
gozlenen dénemlerde ayni gruba atanan alel frekans degerleri segilmistir. Neolitik,
Neolitik sonrasi ve glinimiz poplilasyonlari icin nétral senaryo altinda simile edilen
varyantlarin alel frekanslari, yayinlanmig genom verisinden hesaplanan alel
frekanslari ile karsilastirilarak frekans degisimi goézlemlenen varyantlarin nétral

slrecten farkh davranip davranmadigi incelenmistir.
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Sekil 4.16. Neolitikten Neolitik sonrasi déneme risk alel frekans artisi (sol panel) ve
azalsl (sag panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet (kirmizi)
varyantlarinin ileri zamanh genetik benzetim ile nétral senaryo artinda
hesaplanan alel frekanslari (agik sari) ile karsilastirilmasi. Obezite ve Tip 2
diyabet ile benzetimle hesaplanan alel frekanslarinin ortalamalari Mann-
Whitney U testi ile karsilastirilmis ve Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri
anlamhliklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu grafikler
Uzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve benzetimle hesaplanan alel
frekanslarinin donemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile karsilastiriimis
Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri anlamliliklarina gére anlamli sonuglar
(p-degeri <0,05) kutu grafikler Gzerinde gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Neolitikten glinimize risk alel frekans artisi (sol panel) ve azalisi (sag

panel) gdzlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet (kirmizi) varyantlarinin ileri
zamanh genetik benzetim ile notral senaryo artinda hesaplanan alel
frekanslari (agik sari) ile karsilastiriimasi. Obezite ve Tip 2 diyabet ile
benzetimle hesaplanan alel frekanslarinin ortalamalari Mann-Whitney U
testi ile karsilastirilmis ve Bonferroni dizeltmesi sonucu p-degeri
anlamhihklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu grafikler
Uzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve benzetimle hesaplanan alel
frekanslarinin donemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile karsilastiriimis
Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri anlamliliklarina gére anlamli sonuclar
(p-degeri <0,05) kutu grafikler izerinde gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Neolitik sonrasi donemden glinimdze risk alel frekans artisi (sol panel) ve
azalisi (sag panel) gozlenen Obezite (mavi) ve Tip 2 diyabet (kirmizi)
varyantlarinin ileri zamanh genetik benzetim ile noétral senaryo artinda
hesaplanan alel frekanslari (agik sari) ile karsilastirilmasi. Obezite ve Tip 2
diyabet ile benzetimle hesaplanan alel frekanslarinin ortalamalari Mann-
Whitney U testi ile karsilastirilmis ve Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri
anlamhliklarina gore anlamh sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu grafikler
Uzerinde gosterilmistir. Obezite, Tip 2 diyabet ve benzetimle hesaplanan alel
frekanslarinin donemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile karsilastiriimig
Bonferroni dizeltmesi sonucu p-degeri anlamliliklarina goére anlamh
sonuglar (p-degeri <0,05) kutu grafikler Gzerinde gosterilmistir.

Sekil 4.16.'da Neolitikten Neolitik sonrasi doneme Obeziteyle iliskili frekansi degisim
gosteren risk alellerinin ve degisim gosterdigi donemde ayni frekanstaki nétral
senaryo altinda hesaplanan alel frekans degisimi ile kiyaslandiginda anlamli farklilk
gostermektedir. Ancak karsilastirmada Obezite ile iliskili varyant sayisinin az olmasi
bu sonucun glvenilirligini distirmektedir. Neolitikten Neolitik sonrasi doneme Tip 2
diyabetle iliskili frekansi degisim goOsteren risk alellerinin ve degisim gosterdigi
donemde ayni frekanstaki notral senaryo altinda hesaplanan alel frekans degisimi ile

kiyaslandiginda anlamli farklihk géstermektedir.



60

Sekil 4.17.'de Neolitikten glinimiize Obeziteyle iligkili frekansi degisim
gosteren risk alellerinin ve degisim gosterdigi donemde ayni frekanstaki noétral
senaryo altinda hesaplanan alel frekans degisimi ile kiyaslandiginda anlamh farkhlik
gostermektedir. Ancak karsilastirmada Obezite ile iliskili varyant sayisinin az olmasi
bu sonucun glivenilirligini distirmektedir. Neolitikten gliniimuize Tip 2 diyabetle iliskili
frekansi degisim gosteren risk alellerinin ve degisim gosterdigi donemde ayni
frekanstaki notral senaryo altinda hesaplanan alel frekans degisimi ile kiyaslandiginda

benzer bir degisim gbézlenmektedir

Sekil 4.18.'de Neolitik sonrasi dénemden gliniimiize Obeziteyle iliskili frekansi
degisim gosteren risk alellerinin ve degisim gosterdigi donemde ayni frekanstaki
notral senaryo altinda hesaplanan alel frekans degisimi ile kiyaslandiginda anlamli
farklihk gostermektedir. Ancak karsilastirmada Obezite ile iliskili varyant sayisinin az
olmasi bu sonucun givenilirligini dusliirmektedir. Neolitik sonrasi dénemden
glinimize Tip 2 diyabetle iliskili frekansi degisim gosteren risk alellerinin ve degisim
gosterdigi donemde ayni frekanstaki nétral senaryo altinda hesaplanan alel frekans

degisimi ile kiyaslandiginda benzer bir degisim gozlenmektedir.

Sekil 4.19.'da notral varyantlar ile benzetimle hesaplanan alel frekanslarinin
dénemler arasi degisimi incelenmistir. Yalnizca Neolitik-Neolitik sonrasi dénem
arasindaki noétral varyantlarin minor alel frekansindaki degisim ile benzetimle
hesaplanan alel frekanslari arasinda farklik goézlenmistir. Diger dénem giftleri

arasinda istatiksel olarak bir farklilik isaret etmemektedir.
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4.19. Anadolu antik ve modern dénemlerinde minor alel frekans

degerleri hesaplanan nétral (turuncu) varyantlarinin ileri zamanh
genetik benzetim ile notral senaryo artinda hesaplanan alel
frekanslari (acik sari) ile karsilastirilmasi. A panelinde Neolitik-
Neolitik sonrasi donem ciftleri, B panelinde Neolitik sonrasi
glinimiz dénem ciftleri, C panelinde Neolitik ve glinimiz dénem
giftleri incelenmektedir. Noétral ile benzetimle hesaplanan alel
frekanslarinin  ortalamalari  Mann-Whitney U testi ile
karsilastirilmis  ve Bonferroni diizeltmesi sonucu p-degeri
anlamliliklarina goére anlamli sonuglar (p-degeri < 0,05) kutu
grafikler tizerinde gosterilmistir. Notral ve benzetimle hesaplanan
alel frekanslarinin donemler arasi degisimi ise Wilcoxon testi ile
karsilastirllmis  Bonferroni  diizeltmesi  sonucu  p-degeri
anlambhliklarina goére anlamhl sonuclar (p-degeri <0,05) kutu
grafikler Gzerinde gosterilmistir.

61
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4.5. Farkh Biyoinformatik Yaklasimlarla Hazirlanan Veri Setlerinin Test

Edilmesi

S6zde-haploidizasyon yontemleri nétral fenotip alellerinin  frekans
ortalamalarina ¢ok yakindir (ANOVA, Tukey post hoc, p<0.05). Haploidizasyon temelli
yontemlerle karsilastirildiginda, maksimum olabilirlik tahmini temelli yontemler
haploidizasyon temelli yontemlerden o6nemli olcide farkli alel frekanslari
ortalamalari elde etmistir (ANOVA, Tukey post hoc, p<0.05) (Sekil 4.20.). Mevcut
bulgulara gore, disliik okuma derinligine sahip antik DNA verilerinde ANGSD ve
pileupCaller ile varyant ¢cagirma, alel frekansi hesaplama gibi popiilasyon genetigi
analizlerinde farkhhklara yol agmamaktadir. istatistiksel olarak farkli olan sézde-
haploidizasyon ve maksimum olabilirlik  tahmini  tabanli  ydntemlerle
karsilastirldiginda hangi yontemin daha glivenilir oldugunu belirlemek i¢in daha fazla

calismaya ihtiyacg vardir.
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Sekil 4.20. Farkli varyant cagirma yaklasimlari ile hesaplanan alel frekanslarinin
dagilimlari. ANOVA sonuglarini Tukey testi sonuglari takip etmektedir ve
anlamlilik seviyeleri kutu grafiklerinde sunulmustur.
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5. TARTISMA

Kompleks hastaliklar, birden fazla gen ve cevresel faktorlerin etkilesimi
sonucu ortaya c¢itkan hastaliklardir. Evrimsel biyolojinin sorularindan birisi bu
hastaliklarin toplumdaki yayginligi ve genom boyu iliskilendirme ¢alismalari ile tespit
edilen iliskili varyantlarin frekansinin ortalama veya yliksek olmasi disinildiginde
hangi evrimsel mekanizmalarin genetik varyasyonu ortalama frekansta tuttugunun

cevaplanmasidir.

Neolitiklesme ile insan topluluklari gecim stratejilerinde, beslenme
aliskanliklarinda, kiltirel ve sosyal iligskilerinde kokli degisimler yasamis,
hayvancilikla birlikte yeni patojenlerle karsilasmis ve yavas yavas yerlesik hayata
gecmistir. Cografi olarak Dogu ile Bati arasinda bir kdpri gorevi géren Anadolu'daki
antik popdulasyonlar, kiltlrel sirecteki bu kokli degisimlere yakindan taniklik

etmistir.

Bu tez kapsaminda, Tirkiye'de yiksek prevalansa sahip ve beslenme ile
yakindan iliskili iki kompleks metabolik hastalik olan Obezite ve Tip 2 diyabete
odaklanilmistir. Neolitiklesme sireci ile bu hastaliklarin evrimsel tarihini anlamak icin
antik ve ginlimiiz genomlari paleogenomik, popilasyon genetigi ve ileri zamanl

genetik simUlasyon yaklasimlari ile arastiriimistir.

Alel frekansi ve secilim analizlerinde kullanilacak hesaplama yontemi
secilirken orneklerin disik ortalama okuma derinligine sahip oldugu géz o6niinde
bulundurulmustur. Alel frekans hesaplamasinda her popilasyondaki frekansin
olasihigini maksimum olabilirlik tahmini ile hesaplayan Bolim 3.4.de aciklanan
yontem kullanilmistir. Diploid varyant cagirma ile lokus hakkinda elde edilen tim
bilgiyi kullanarak sekans verilerinden maksimum verimi almayi amaclayan maksimum
olabilirlik temelli bu yéntem, glivenilir diploid varyant ¢agirma icin yeterli okuma

derinligine sahip olunmayan 6rnekler icin siklhkla kullanilmaktadir (63, 83, 170, 171).

Segilim analizi i¢cin temel olarak kullandigimiz Fsr istatigini hesaplarken

ozellikle diisik ve orta okuma derinligine sahip genomik veriler icin kullanisli olan ve
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genotip olabilirlikleri Gizerinden hesaplama yapan ANGSD (141) yazilimi kullaniimistir.
Diisik okuma derinligine sahip verilerde genotip bilgisine dair belirsizlik, haritalama
ve dizileme hatalari ve haploidizasyon gibi nedenlerden kaynaklanabilmektedir. Antik
DNA calismalarinda sik¢a uygulanan haploidizasyon yontemi heterozigot pozisyonlar
yerine diploid kromozomlardan rastgele tek bir alelin secilmesi ve s6zde-haploid
sekans olusturulmasidir. Dusik ve orta okuma derinlikli veriler icin downstream
analizlerde genotiplere kiyasla ham veri veya genotip olabilirliklerini kullanmak
genotip bilgisine dair istatiksel belirsizligi hesaba katmayi kolaylastirmaktadir (141,
150, 172). Ayrica ANGSD’in kullandigi Fsr tahmincisinin, Hudson-Bhatia,
popllasyonlar arasi 6rneklem biyuklGgine farkliliklarina duyarlligi az olmasi nedeni
ile de modern Anadolu (n=16) ve antik dénem popilasyonlari (Neolitik n= 81, Neolitik

sonrasi= 238) arasinda Fsr hesaplarken ANGSD yazilimi kullanmak avantaj saglamistir.

Fsr istatistigini kullanarak hastalikla ile iliskili TNP’ler i¢in antik ve glinimiz
Anadolu poplilasyonlari arasindaki genetik mesafe hesaplanmis ve sonuglari evrimsel
olarak noétral bolgelerle karsilastirilarak olasi secilim sinyalleri yakalanmaya
calisilmistir. Ayni karsilastirma hastalikla iliskili varyantlar ve nétral varyantlarin alel
frekanslari ile de yapilmistir. ilk olarak hastaliklar arasinda nétral bélgelerle anlamli
bir farklilik olup olmadigi Fsr dagilimlari ANOVA ve ardindan post-hoc Tukey’s testi ile
karsilastirilarak incelenmistir. Bunun sonucunda hastalik ile iliskili TNP’ler ve notral
TNP’ler arasinda bu Fsr karsilagtirma yaklasimini kullanilarak bu hastaliklarin nétral
bolgelerden daha farkli oldugu iki poptilasyon cifti bulunmustur: Anadolu Neolitik ve
Anadolu Post Neolitik arasinda nétral bolge icin ortalama Fsr degeri 0,01223509 iken
Tip 2 diyabet icin 0,01488753 (p-degeri = 9.97 x 10°®) ve Obezite icin 0,03142205 (p-
degeri < 0,05), Anadolu Neolitik ve Anadolu Gilinlimlz arasinda nétral bélge igin
ortalama Fsr degeri 0,0224476 iken, Tip 2 diyabet icin 0,02903933 (p-degeri =
0,000966) ve Obezite icin 0,05041716 (p-degeri = 0,000726). Popiilasyonda zaman
icinde alel frekansinin degismesine gen akisi, genetik stiriklenme ve dogal secilim gibi
evrimsel suirecler katki saglamaktadir. Bu ylizden zaman icinde artan alel frekansinin
baska bir popilasyonla karisim, gen akisi, gibi notral siireclerle iliskili olmasi da

beklenebilmektedir. Genomdaki nétral bolgelerle kiyaslama yapmak ve hastalikla
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iliskili alellerin frekansinin nétral varyantlarla kiyaslandiginda anlamli farklihk
gosterdigini gozlemlemek, gen akisi hakkinda yorum yapabilmeyi saglamaktadir.
Notral bolgelerden daha yiiksek Fsr degerleri, alel frekansindaki degisikliklerin adaptif
dolayisiyla rastgele olmayan siirecler sonucunda farklilasma oldugunu ve poligenik

secilimi isaret eden bir sire¢ oldugunu gosterebilmektedir (162, 163).

Fsr dagilimi ve alel frekans karsilastirmalari ile popilasyonlar arasinda
farkhilasma belirtileri gordiikten sonra, ilgilenilen 6zelliklerin mevcut yayginhgini
aciklayan pozitif segilim hipotezini test etmek i¢in Anadolu popilasyonlari ve bir dig

popilasyon kullanilarak populasyon dal istatistigi gerceklestirilmistir.

Anadolu Neolitik-Anadolu Neolitik Sonrasi popillasyonlar ve Yoruba dis
popiilasyonu kullanilarak yapilan PDi analizinde, Anadolu Neolitik Sonrasi dalinda tez
kapsaminda incelemek icin hedeflenen TNP’lerden Tip 2 diyabet ile iliskili 9 TNP icin
sinyal yakalanmistir. Bunlar arasinda alel frekans degisimi gdzlenen 3 TNP’den ikisinin
rs28637892, rs9859406 risk alel frekansinda azalma ve rs10305420 varyantinin alel

frekansinda artis gozlemlenmistir (Tablo 4.5.).

Anadolu Neolitik-Anadolu  Glnumiiz populasyonlari ve Yoruba dis
popiilasyonu kullanilarak yapilan PDi analizinde, Anadolu Giinimiz dalinda tez
kapsaminda incelemek icin hedeflenen TNP’lerden Tip 2 diyabet ile iliskili 9 TNP icin
sinyal yakalanmistir. Bunlar arasinda alel frekans degisimi gozlenen bir sekilde 10
TNP’den birinin (rs6712905) risk alel frekansinda azalma ve rs13005841, rs1815591,
rs1922879, rs2257883, rs2820444, rs35011184, rs7107784, rs7531118, rs917195

varyantlarinin alel frekansinda artis gozlemlenmistir (Tablo 4.5.).

Tip 2 diyabet ile farkh popiilasyonlarda giicli etkiye sahip farkli genetik
lokuslar tanimlanmistir (173): Avrupa populasyonlarinda TCF7L2 (174), Bati Asya
popilasyonlarinda KCNQ1 (175, 176), Meksika popilasyonlarinda SCL16A11 (177) ve
Gronland poplilasyonlarinda TBC1D4 (178).

Popiilasyon dal istatistigi analizinde rs35011184 (Tablo 4.5.) ve Fsr

karsilastirmalarinda rs4132670 (Tablo 4.4.) secilim adayi olan ve risk alel frekansinda
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artis gozlenen iki varyantla iliskili gen olan TCF7L2, Tip 2 diyabet ile iliskilidir ve Asya
popllasyonlari yapilan ¢calismalarda koruyucu haplotip tizerinde yakin zamanli segilim
gorildigline isaret edilmektedir (165, 168, 179). Secilim adayi olan diger varyantlar

icin literatlirde bir ¢calisma bulunamamustir.

Literatlirdeki 6nceki calismalar, Tip 2 diyabet ve Obezite gibi bazi hastaliklar
Uzerindeki secilimin, bu hastaliklarla iliskili genlerin bolluk-kitlik/egzersiz-dinlenme
dongllerinde icin pozitif secilim altinda evrimlestigini varsayan "Tutumlu Genotip
Hipotezi" ile agiklanabilecegini 6ne stirmektedir (45, 46, 162). Bu bireylerin tGzerindeki
secilim baskisi enerji kaybini en aza indirip tasarruf yaparak bolluk dénemlerinde
enerjiyi yag olarak depolamalarina ve sonraki kithk-dinlenme doneminde yag seklinde
depolanan enerjinin hayatta kalmay kolaylastirmasina dayanmaktadir. Bu hipotezin
onermesi, dogal secilim ile besini depolama ve kullanma konusunda verimli olacak
sekilde evrimlestigimizdir. Bu hipotez, tez kapsaminda hem alel frekans
degisimlerinde hem de segilim analizlerinde gézlemledigimiz frekans degisiklikleri igin

bir agiklama olabilir.

Bu calismada, alel frekansi ve secilim analizlerinde kullanilacak hesaplama
yontemi secilirken orneklerin disik ortalama okuma derinligine sahip oldugu goz
oninde bulundurularak ham dizileme verisinden maksimum verimi almak
hedeflenmistir. Ancak son yayinlar secilim analizinde Fsr tahmini icin kullanilan
genotip olabilirliklerine dayanan yontemin de (141) disiik okuma derinliklerinde

yeterli glivenilirlikte olmadigina dair sonuglar sunmustur (99, 180).

Ozet olarak, bu calisma, Fsr analizlerinde Tip 2 diyabet ve Obezite icin
poligenik secilimin izi yakalanmis, poplilasyon dal istatistigi analizi ve alel frekansinda
da bu hastaliklarin fenotipte gorilme riskini artiran bazi alellerde pozitif segilim
sinyalleri yakalanmistir. Anadolu’da Neolitiklesmenin olusturdugu secilim baskisi
incelenen baska bir tez calismasinda Neolitik ve glinimiz Anadolu popilasyonlari
incelenmis ve lipid metabolizmasi genlerini igeren varyantlarda segilim sinyalleri
yakalanmistir (181). Gelecekteki calismalarda; lipid metabolizmasi, leptin seviyesi,

vicut kitle indeksi gibi fenotipler de dahil edilerek beslenme ve metabolizma ile iliskili
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daha genis kapsamli bir calisma yapilmalidir. Calisma kapsaminda GWAS Catalog’dan
secilen varyantlarin genotiplenme oranlarinin disik oldugu géz 6niine alindiginda
varyantlarin iliskili oldugu genlerde segilim taramasi yapmak antik DNA ile ¢alismanin

neden oldugu bu limitasyonu asmaya yardimci olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER
SONUCLAR

1. Tez kapsaminda yayinlanmis antik genomlari ile Anadolu popilasyonlari igin
olusturulmus en kapsamli genomik veri seti derlenmistir

(https://github.com/idiltac/YLisans_Tez_ldilTac/blob/main/tez_bireyler.csv).

2. Genotip olabilirlikleri, diploid varyant ¢agirma ve s6zde-haploidizasyon varyant
cagirma yaklasimlari ile Gg farkh genomik veri seti olusturularak bu yaklasimlarin

etkinligi alel frekans hesaplama sonuglari tGizerinden test edilmistir.

3. Genom boyu iliskilendirme calismalari ile Avrupa popilasyonlarinda kesfedilen
varyantlarin Avrupa-disi populasyonlarda ne olgclide bilgi verdigini Anadolu

poplilasyonunu model olarak kullanilarak test edilmistir.

4. Obezite ve Tip 2 diyabet ile iliskili varyantlarin Anadolu’da son 10,000 yildaki alel

frekans yoriingeleri belirlenmistir.

5. ileri zamanli genetik benzetim yéntemleri ile nétral senaryo altinda Anadolu
popiilasyonlari modellenmistir. ileri dénem calismalarinda farkli evrimsel senaryolari

denemek i¢in poptilasyon demografik modeli ¢ikariimistir.

6. Anadolu’da ilk defa antik popllasyonlar kullanilarak segilim analizleri

uygulanmistir.
GELECEK CALISMALAR

Daha ileri analizlerde, modern ve antik érnekler arasindaki karsilastirmalarin giiciinii
artirmak igin i) Anadolu Neolitik ve Tung Cagi'ndan daha fazla genom dizileme verileri
olusturmak ve daha fazla orneklemde hedeflenen hastalik varyantlar icin daha
yiksek derinlikli genomik veri elde edilmesi, ii) Yayinlanmis antik genomik verilerin
kalitesini ve elde edilen genotip bilgisini arttirmak icin imputasyon uygulamasi

yapilmasi ve bu sayede haplotip bazli secilim analizlerini de yapabilme imkani, iii) Alel
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frekans hesaplamasinda uygulanan dizileme verilerinden maksimum olabilirlik
temelli algoritma (Bolim 3.4.) ile genom boyu secilim analizi hesaplamak (63) iv)
demografik modeli tez kapsaminda olusturulan Anadolu popiilasyonlari igin nétral
senaryoya ek olarak farkli secilim modelleri ile farkli evrimsel senaryolarin test

edilmesi planlanmaktadir.
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EK-3: Notral senaryo altinda Anadolu modellemesi icin SLiIM programinda yiritilen
komutlar.
initialize() {
// 10 Mb segmenti simiile edin
defineConstant("L", 10000000);
//mutasyon oranini ayarlayin
defineConstant("mu", 1e-8);
//Nukleotid bazh simulasyon
initializeSLiMOptions(nucleotideBased=T);
//yukarida tanimlanan "L" uzunlugundaki ACGT'lerin rastgele dizisini olusturun
initializeAncestralNucleotides(randomNucleotides(L));

//Niikleotid bazli nétral mutasyonlarin tanitilmasi -> baskinlik katsayisi (ing.
dominance coeff) 0,5'tir, DFE sabit uygunluk (ing. fittness effect) etkisine
ayarlanmustir, segilim katsayisi sifir -> notral

initializeMutationTypeNuc("m1", 0.5, "f", 0.0);
m1l.convertToSubstitution = F;
initializeGenomicElementType("gl", m1, 1.0, mmJukesCantor(mu));
initializeGenomicElement(g1, O, L-1);
//rekombinasyon oranini ayarlayin
initializeRecombinationRate(1e-8);

}

// nesil stresi = 25 yil

// p1= modern insanlar ve Neandertaller 6ncesinde, 70.000 nesillik bir baslangi¢
(burn-in) déonemi

1 early() {

sim.addSubpop("p1", 10000);
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}

// p2=Neandertal, p3 su anda tiim Modern insanlarin atasini temsil etmektedir,
insan ve Neandertal ayrilma zamani 500.000 yil énce (20000 nesil), Neandertallerin
ve modern insanlarin Ne'si 1.000 ve 10.000 sabit degerlerine ayarlanmistir

50000 early() {
sim.addSubpopSplit("p2",1000,p1); // p2= Neandertal, p1= Root
sim.addSubpopSplit("p3",10000,p1); // p3= Modern Humans, p1= Root

}

// Afrikali ve Afrikali olmayan populasyonlarin 60 kya'da ayrilmasi, p4 gliniim{z
Afrika'nin atasini temsil ediyor, p5= Afrikali olmayan, yaklasik 55 kya 2400 gen., p4=
Afrika, p3= Modern insanlar, p5= Afrikali olmayan

67600 early() {
sim.addSubpopSplit("p4",10000,p3);
sim.addSubpopSplit("p5",10000,p3);

}

// Ayrilmanin ardindan, Afrikali olmayan poptlasyon N = 1861, 5 kya nesil - 200 nesil
ile bir darbogaz yasadi.

67800 early() {
p5.setSubpopulationSize(1861);

}

// Afrikali olmayan Neandertal gocleri 50 kya= 2000 nesil 6nce baslar, p5=Afrikali
olmayan, p2=Neandertal

68000 early() {
p5.setMigrationRates(p2,0.03);

}

// p6= Bazal Avrupali, Bazal Avrupa bolinmesinin zamani 1740 nesil, Anadolu
Ciftcileri ve CHG ayrismasinin zamani 928 nesil, WHG ve EHG ayrilmasinin zamani
696 nesil dnce, p6=Bazal Avrupali, p5=Afrikali olmayan
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68260 early() {
sim.addSubpopSplit("p6",5000,p5);

}

68800 early(){

// Afrika disina Neandertal gogleri 30 kya= 1200 nesil 6nce sona erdi, Neandertal
popllasyonunu ¢ikarin

p5.setMigrationRates(p2,0);
p2.setSubpopulationSize(0);

}

//p7=CHG 10.000 kisi. Anadolu Neolitik ve CHG ayrilma zamani 928 gen., p7=CHG,
p8=Anadolu Ciftcisinin Atasinin Atasi

69072 early() {
sim.addSubpopSplit("p7",10000,p6);
sim.addSubpopSplit("p8",10000,p6);

}

// P9 WHG popiilasyon buyukligiu 10.000, WHG ve EHG'nin 696 nesil 6nce ayrildig
zamanl, p10= EHG pop. bilyukligind 10.000 temsil eder.

69304 early() {
sim.addSubpopSplit("p9",10000,p6);
sim.addSubpopSplit("p10",10000,p6);

}

//Anadolu Neolitike 518 nesil dnce (MO 10899) karisim eklendi, s7= CHG, s8=
Anadolu Ciftcisinin Atasl, s9 = WHG

//Anadolu Neolitike
69482 early() {

p8.setMigrationRates(c(p9, p7), c(0.274, 0.387));

}



//Anadolu Kalkolitik 340 kusak 6nce karisim eklendi(8500 BP), p7= CHG
//Anadolu Kalkolitik

69660 early() {

p8.setMigrationRates(p7, 0.329);

}

//Anadolu Neolitik 10000- 6000 BP = 400-240 gen = 69600-69760 i¢in vcf dosyasi
olusturun

69600:69760 late() {

p8.outputVCFSample(100, replace=T,
filePath="p8.69600_69760.Scenariola.vcf", simplifyNucleotides=T); }

//Anadolu Neolitik Sonrasi i¢in vcf dosyasi olusturun 5200-3200 BP= 208 gen-128
gen = 69792 - 69892 gen

69792:69892 late() {

p8.outputVCFSample(100, replace=T,
filePath="p8.69792_69892.Scenariola.vcf", simplifyNucleotides=T); }

//Anadolu giiniimtiz 0 BP 70000 nesli icin vcf dosyasi olusturun
70000 late() {

p8.outputVCFSample(100, replace=T, filePath="p8.70000.Scenariola.vcf",
simplifyNucleotides=T); }
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