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1. GIRIS

1.1. Canhlarda Genom Biliyiikliikleri : C - Degerleri

Haploid genomdaki DNA miktari, genom biiyiikliigli veya C-degeri
( C-value ) olarak tanimlanmaktadir ve bu deger her tir igin karakteristik olup
bir tir icinde sabittir. C-dederleri hem prokaryot hem okaryot tirleri arasinda
oldukga cesitlilik géstermektedir (Li ve Graur, 1991; Strachan ve Read, 1999,
Freeman ve Herron, 1998; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000) .

Bakterilerin farkh tirlerinin  genomik blyiklikleri yani C-degerleri
incelendiginde yaklasik 20 misli degigkenlik gdsterdigi gériilmektedir (Cizelge
1.1.1). Bu degerler hiicre igi zorunlu parazitlerde ~6 x 10° iken birgok mavi-
yesil algde ~10” civarindadir. Bakterilerin sahip olduklari gen sayisinin
yaklasik 500 - 8.000 arasinda degistigi bilinmektedir. Diger bir deyigle bakteri
turleri arasinda C-degerlerinde gdzlenen degigkenlik ile gen sayisi
bakimindan gézlenen degiskenlik uyumlu goérilmektedir. Nitekim bakteri
genomunda kodlamayan DNA bédlgelerinin fazla olmamasi yani % 8 — 12
civarinda olmast da bu uyumu desteklemektedir (Li ve Graur, 1991; Lewin,
2000; Page ve Holmes, 2000) .

Cizelge 1.1.1. Farkii bakteri taksonlarinda gézlenen genom buyaklikleri ( Li ve Graur, 1991)

Taksa Genom buytkitkleri (kb)  Oran (En y(ksek / En disik)
Obakteriler 650 —13.200 20

Gram negatif 650 —7.800 12

Gram pozitif 1.600 - 11.600 7

Mavi-yesil algler 3.100 —13.200 4

Mikoplazmalar 650 —1.800 3
Arkeo bakteriler 1.600 - 4100 3




1.2. C — degeri Paradoksu (Celigkisi)

Okaryotlarin C-de§erleri, prokaryotlanin C-degerlerine nazaran oldukca
buyuktir. Bunun istisnai durumlari da mevcuttur. Ornegdin Saccharomyces
cerevisiae, birgok gram pozitif bakteri ve mavi-yesil algden daha kigik
genom buytkligiine sahiptir (Li ve Graur, 1991; Freeman ve Herron, 1998;
Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000).

Bununla beraber okaryotlarin C degerleri arasindaki degiskenlik,
prokaryotlarda gdzlenenden oldukga fazladir. Okaryotlarda C degerleri 8.8 x
10° bg'den 6.9 x 10" bgne kadar degisebilmektedir yani genomik
buylkitkleri arasinda 80.000 misli bir degiskenlik s6z konusudur (Cizelge
1.2.1) (Li ve Graur, 1991; Freeman ve Herron, 1998; Lewin, 2000; Page ve
Holmes, 2000).

En fazla gesitlilik ozellikle tek hiicrelilerde ~30.000 ve kdkbacakli amiplerde
~20.000 misli gibi yliksek seviyede goériilmektedir. Bunun aksine memeliler,
kuglar ve siirlingenlerin C-degerlerinde gozlenen cesitlilik yaklagik 2-4 misli
gibi oldukga diistik seviyededir (Li ve Graur, 1991; Lewin, 2000; Page ve
Holmes, 2000).

Canlilarda her filumdaki en disik DNA miktarina sahip canl, o filum igin
gerekli minimum C-degeri olarak alinmaktadir. Minimum C-degerleri
kiyaslandiginda, canlilarda genom buytkligu artttkca organizmanin
gelismiglik seviyesi (organizmal kompleksite)nin de arttigi géralmektedir (Li
ve Graur, 1991; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000). Ancak evrimsel agacin
tist basamaklanndaki yiksek 6karyotik canlilara baktigimizda, DNA miktan
ile organizmal kompleksite arasindaki uyumun kaybolduju da
gdzlenmektedir. Ornegin amfibilerden X. leavis ile insanin aym genetik
kompleksiteye (DNA uzunlugu) sahip olmalarini gelismiglik seviyeleri ile
agiklamak mumk{n degildir. Kaldi ki, bécek, amfibi ve bitki tirleri arasinda

YOXSEXOCRETIM KURULD
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t;ile C-degerlerinde ~ 75-6000 kat farkhiliklanin bulundugu da gériimektedir
(Li ve Graur, 1991; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000).

Cizelge 1.2.1. Farkh dkaryot taksonlarinda gdzlenen genom bnxﬁkmkleri gLi ve Graur, 1991 2.

Taksa Genom baytklakleri (kb) Oran (En yuksek / En diglk)
Tek hiicreliler 23.500 - 686.000.000 29.191
Kamgililar 98.000 ~ 2.350.000 24
Silliler 23.500 — 8.620.000 367
K&k bacakllar 35.300 - 686.000.000 19.433
Mantarlar 8.800 - 1.470.000 167
Hayvanlar 49,000 - 139.000.000 2.837
Siingerler 49.000 — 53.900 1
Halkah solucanlar 882.000 - 5.190.000 6
Yumusakgalar 421.000 — 5.290.000 13
Kabuklular 686.000 - 22.100.000 32
Bocekler 98.000 — 7.350.000 75
Derisi dikenliler 529.000 — 3.230.000 6
Cenesizler 637.000 — 2.790.000 4
Kikirdakl baliklar 1.470.000 — 15.800.000 11
Kemikli baliklar 382.000 ~ 139.000.000 364
Kurbagalar 931.000 — 84.300.000 91
Surlingenler 1.230.000 — 5.340.000 4
Kuslar 1.670.000 — 2.250.000 1
Memeliler 1.420.000 - 5.680.000 4
Bitkiler 50.000 - 307.000.000 6.140
Algler 80.000 - 30.000.000 375
Egreltiler 98.000 - 307.000.000 3.133
Ciplak tohumlular 4.120.000 - 76.900.000 17
Kapali tohumilular 50.000 — 125.000.000 2,500

Turler arasinda genom buytklikleri bakimindan gézlenen yiiksek orandaki
cesitliligi ne organizmal kompleksite ile ne de tasidiklari kodlayici gen sayisi
ile iligkilendirmek mimkin olmadigi icin ortaya oldukga ilging bir durum
cikmaktadir; éregdin, memeli turleri ile kiyaslandiklarinda, evrimsel agidan
daha basit canlilar olan bir ¢ok protist tirinde DNA miktannin
memelilerinkinden daha fazla olmasi organizmal kompleksiteyi
yansitmamaktadir. Buna ilaveten, komplekslikieri bakimindan birbirine yakin
turlerin ve hatta fenotipik olarak birbirlerinden ayirdedilemeyen ikiz tlrlerin

bile C-degerleri birbirlerinden farkli olabilmektedir. Bu ¢eligki yani, genomdaki



genetik bilgi (genetik kbmpleksite) ile organizmal kompleksite arasinda
belirgin bir iligkinin bulunmamasi C-degeri paradoksu (geligkisi) olarak
ifade edilmektedir(Li ve Graur, 1991; Freeman ve Herron, 1998; Lewin, 2000;
Page ve Holmes, 2000).

1.3. Okaryotlarda Genomun Organizasyonu

C-degeri cgeligkisinin nedenlerini anlayabilmek amaciyla mukayeseli olarak
Okaryotik canlilarda DNA / DNA hibridizasyon c¢aligmalan yapiimigtir. Bu
caligmalardan birinde Britten ve Kohne 1968 yilinda, DNA yeniden birlegme
(hibridizasyon/reassosiasyon) kinetiklerinin  analizi sonucu  &karyotik
genomlarda farkh Cot degerleri ile karakterize edilebilen Gi¢ farkh tip DNA
dizilerinin bulundugunu gdéstermiglerdir:

1. Yuksek derecede tekrarlayan DNA ( highly repetetive DNA )
2. Orta derecede tekrarlayan DNA ( moderately repetetive DNA )
3. Tek kopya DNA ( single copy DNA)

Yuksek derecede tekrarlayan DNA dizileri birkag¢ yliz bg'lik tekrar birimlerinin
ortalama 500.000 defa tekrarlanmas! sonucu meydana gelmektedir. Orta
derecede tekrarlayan DNA dizilerinin ise yaklagik 100 ila 1000 bg
uzunlugundaki tekrar birimlerinin yaklagik 100 defa tekrarlanmasiyla
olustuklan go6rilmektedir (Li ve Graur, 1991; Freeman ve Herron, 1998;
Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000).

Organizmalarin sahip oldukian gen sayilan ile organizmal kompleksiteleri
arasinda pozitif korelasyon gérillmektedir. Okaryotlarda kodlayan genlerin
sayist yaklagik olarak 3.000'den 100.000’e kadar degismektedir. Gen
sayisinda gézlenen bu ~33 katlik gesitliligin, C-de@erleri arasindaki 80.000
kathk cesitliligi agiklamak icin yetersiz kaldigi da agikga gdrilmektedir.
Okéryotlarda kodlayici ve diizénleyici dizilerin genomik oraninin yaklagik %3



gibi ¢ok dislk seviyede oldugu gdsterilmis b.ulunmaktadlr. Bu durumda
geriye kalan % 97 gibi oldukga yiliksek seviyede kodlamayan dizilerin varlig
C-degeri ¢eligkisini glglendirmektedir. Diger bir deyisle, 6karyotik genomun
biyik bir ¢ogunlugu herhangi bir genetik bilgi icermeyen DNA dan
olugmaktadir. Okaryotlarda bu kodlamayan DNA dizilerinin miktan 3 x 10°
bg'den 1 x 10" bg'ne kadar degismektedir ( x 100.000) (Li ve Graur, 1991;
Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000). Okaryotlarda genomik organizasyon
Sekil 1.3.1'de 6zetlenmektedir.

Tek kopya,

l protein kodlayan genler
o —» Dafilmig (dispersed)
Kodlayan DNA » Goklu gen aileleri
{multigene families) Avéhgik tekrarlayan
{tandemly repeated)

——p Dizenleyici diziler

P Satelit DNA

r—P Ardigik tekrarlayan
DNA,

———» Minisatelit DNA

Kodlamayan DNA ¥ Hareketli elemaniar —» Mikrosatalit DNA
(Transposable elements )

Aralayic) DNA
) (spacer DNA)

Sekil 1.3.1. Okaryotik genomun organizasyonu (Page ve Holmes, 2000).

Farkh organizmalar arasinda, kodlayan ve kodlamayan DNA bdlgelerinin
ortalama wuzunluklan arasindaki farkhliklar ile bu organizmalarnin gen
uzunluklart ve genom blyiklukleri arasinda da belirgin  bir iligki
bulunmamaktadir. Fakat rDNA’daki genlerin tekrar derecesi ile genom
buyukltkleri arasinda pozitif bir iligki bulunmustur (Page ve Holmes, 2000).

Genomda kodlayan DNA dizileri icinde yeralan ve tekrarlamayan DNA
segmentleri, tek kopya DNA ( single copy DNA ) veya 6zglin DNA ( unique
DNA ) olarak isimlendirilmektedir ve yapisal gen olarak kabul edilmektedirler.
Kodlamayan o©karyot DNA dizilerinin buylk bir kismini olusturan tekrar
dizilerinin herhangi bir GrinG yoktur. Herhangi bir Griin kodlamamasina

ragmen ¢ok sayida tekrarlar iceren bu diziler her zaman ilgi konusu olmustur



(Li ve Graur, 1991; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000). Bu diziler hakk{nda
bildiklerimiz arttikga, okaryotik genoma sekil veren evrimsel mekanizmalar
hakkinda da daha fazla bilgi sahibi olacagimiz agiktir; érnegin, bu dizilerin
bazilarinin tamamen kendi yararlari igin genom igerisinde dagildiklari
tartisilmaktadir ve bu nedenle s6z konusu diziler bencil DNA (selfish DNA)
olarak adlandinimaktadir. Hatta bu dizilerin bazilan, diger genlerin
fonksiyonlarini engellemek suretiyle, kendi kopya sayilanni artirdiklar igin
“ultra-selfish DNA® olarak diistiniilmektedir. Ayrica kodlamayan tekrar
dizilerinin niteligi ve tekrar sayilanindaki tire 6zgl farkhhklar, genomik
btiytkliiklerin aym filumda yer alan turler arasinda farkhlik gdstermesinin
baglica sebebi olarak kabul edilmektedir (Page ve Holmes, 2000).

1.4. Okaryotlarda DNA Tekrar Dizileri

Okaryotlarda DNA tekrar dizileri, genom iginde ardigik veya dagiimis olarak
bulunduklan gibi farkh uzunluklarda da olabildikleri ve genellikle ayni tekrar
birimlerinden olugmalarina ragmen farkh kompozisyondaki nukleotit
dizilerinden de olusabildikleri bilinmektedir. Herhangi bir genomda
kodlamayan DNA dizileri iginde yeralan tekrar dizilerinin orani farkh
taksonlarda c¢esitlilik géstermektedir (Li ve Graur, 1991; Lewin, 2000; Page
ve Holmes, 2000). Bu oranlar mayada %20 iken, memelilerde %60, bitkilerde
ise %80 civarindadir (Li ve Graur, 1991; Lewin, 2000; Page ve Holmes,
2000).

Okaryotlarda DNA tekrar dizilerinin genom igindeki lokalizasyonlarina gére,
genel olarak lokalize ardigik tekrar dizileri ve dagiimig tekrar dizileri seklinde
iki gruba ayrildigi da bilinmektedir. Okaryotlarda DNA tekrar dizilerinin genel
ozellikleri Cizelge 1.4.1’de verilmektedir.



Cizelge 1.4.1. Okaryotlarda DNA tekrar dizilerinin genel &zellikleri (Page ve Holmes, 2000).

DNA Tekrar (kopya) Sayisi Organizasyon
Tekrar dizileri

Satelit DNA Yksek derecede tekrarlanan Ardigik tekrar
(highly repetetive, > 10%

Minisatelit Orta derecede tekrarlanan Ardigik tekrar
ve mikrosatelitler (moderately repetetive)

Hareketli Orta ve yuksek derecede Dagilmig
Elementler tekrarlanan

Birgok dkaryotik genomun birbiri ardinca, yliksek derecede tekrarlayan DNA
dizilerini igerdikleri gériiimektedir. Ornegin bir kanguru tirii olan Dipodomys
ordii genomunun %50’si Ug tip tekrar dizisi ailesinden olugmaktadir: AAG
(240 milyon defa), TTAGGG (220 milyon defa) ve ACACAGCGGG (120
milyon defa). Bu aileler tamamen homojen degildir ve konsensus dizilerinde
bir veya iki nukleotitlik farkhlik bulunduran varyant formlan da icermektedir.
Nitekim, TTAGGG ailesi tekrarlarinin bazi birimlerindeki dizilerin TTAGAG
oldugu bilinmektedir (Li ve Graur, 1991). Fakat yine de ylksek derecede
tekrar eden ve ardisik olarak genomun belirli bir bélgesinde lokalize olan bu
diziler ayni niikleotit kompozisyonuna sahip olarak kabul edilir. S6z konusu
diziler CsCl yogunluk gradyani ile ayrildiklarinda, esas DNA bandindan ve
“smear” olusturan c¢esitli uzunlukta diger heterojen kompozisyondaki DNA
fragmanlarindan, bir veya daha fazla sayida kalin bantlar seklinde ayrilirlar.
Bu nedenle bu diziler satelit DNA olarak isimlendirililer. Satelit DNA
dizilerinin ayinci ozellikleri arasinda yaklagik 100-270 bg.’lik tekrar
bloklarindan olugmasi, tekrar bloklarimin farkh tekrar dizileri tagimasi, tekrar
dizilerinin heterojen olmasi sayilabilir (Li ve Graur, 1991; Strachan ve Read,
1999; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000).



Baz1 tarlerde, yiliksek derecede tekrarlayan ardigik diziler farkh
kromozomlarda dagiimis olarak bulunurken, bazi tlrlerde ise bu dizilerin
yerlesimlerinin 6zel kromozomlara sinirfandidi goriilmektedir. Oregin satelit
DNA dizilerinin Drosophila nasutoides genomunun %60’in1 olusturdugu ve
dért kromozomdan yalnizca birinde lokalize oldugu gérﬁlmektedir (Li ve
Graur, 1991; Strachan ve Read, 1999; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000).
Satelit DNA genellikle ise yaramayan DNA (junk DNA) olarak kabul edilse de
sentromer dizilerini olugturdugu, kinetokor yapisinda yer aldii ve bélinme
sirasinda kromozomlarin ayrilmasinda rol oynadigi kabul edilmektedir (Li ve
Graur, 1991; Strachan ve Read, 1999; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000).
Satelit dizilerden olusan sentromer dizilerinin yapisal (konstitdtif)
heterokromatin yapida oldugu da bilinmektedir. Buna karsilik 2-5 b¢ ve 6-100
be¢ uzunlugundaki daha kisa ardisik tekrar dizilerine sirastyla mikrosatelitier
(STR=Short Tandem Repeats) ve minisatelitter denilmektedir. Bu diziler
satelit dizilere nazaran kromozomlar {izerinde tire 6zgi bir gekilde daginik
olarak bulunurlar. Mikrosatelitlerdeki tekrar dizileri ylksek homojenlige
sahiptirler (Li ve Graur, 1991, Debrauwere ve ark., 1997; Strachan ve Read,
1999; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000) (Sekil 1.4.1). Hareketli elementler
bencil (selfish) DNA grubuna girerler ve transpozisyon yoluyla genom iginde
dagintk sekilde bulunurlar (Page ve Holmes, 2000).

+4——Telomer [TTAGGG minisatelitdizlerinin ardiglk tekran) uzunluk = bikag kb

—

4—+t—Sentromer [cesitl satelt DNA bilesenler] uzunluk = bikag Mb

LINE-1
gi’:‘:ﬂ“gg? dl;oyu Miksosatelitier [kromozomlar boyunca genig tlgtide dalimig)

— Agm dedisken minisatelt DNA [genellikle telomerlere yakin biolgelerds)

Sekil 1.4.1. Farkh tip ardisik tekrar dizilerinin kromozomal yerlesimleri (Strachan ve Read,
1999).



1.5. Minisatelitler ve Mikrosatelitler

Minisatelitler ve mikrosatelitler aynen satelit DNA'da oldugu gibi Dbirbiri
ardinca tekrarlayan daha kisa ve homojen motiflerden olugsmakla beraber,
satelit DNA dan farkh olarak daha az sayida kopya igermektedirler. Bu
nedenle s6z konusu diziler orta derecede tekrarlayan DNA (moderately
repetetive DNA) olarak ifade edilirler. Bu kisa tekrar motiflerinin esit olmayan
krosover (unequal krosover) ve replikasyon kaymasi (replication slippage)
oléylarmln trinG olan duplikasyonlar sonucu olustugu kabul edilmektedir (Li
ve Graur, 1991; Debrauwere ve ark., 1997; Strachan ve Read, 1999; Lewin,
2000; Page ve Holmes, 2000).

Farkh tip ardisik tekrar dizilerinin genomdaki yerlesimleri belli bir
kromozomda sinirlandiriimis olabilecegi gibi, farkli kromozomlar Gzerine
yliksek derecede dagiimig olabilirler. Genom igerisinde dagiimig mikrosatelit
tekrar dizilerinin de farkh kromozomal bantlar igerisinde spesifik
lokalizasyonlara sahip olduklan da gérilimektedir. Minisatelitlerin siklikla
telomerlerde veya bu dizilere yakin bdélgelerde yerlesimli olduklan
gorulmektedir (Sekil 1.4.1). Her ikisi de heterokromatin bélgelerde lokalize
olabildikleri gibi 6kromatin bélgelerde de lokalize olabilirler (Strachan ve
Read, 1999).

Minisatelitler genellikle 6-100 bg¢ uzunlugundaki tekrar birimlerinden
olusurken mikrosatelitlerin 2-5 bg¢ gibi daha kisa tekrar birimlerinden
olustuklan bilinmektedir. Minisatelitler tekrar sayilarinda asin degiskenlikler
nedeniyle VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)ler olarak
adlandirihirlar. Ayrica VNTR'ler ortak bir ¢ekirdek diziye sahip olmalarina
karsin farkh tekrar birimleri tagimalarn sebebiyle daha yitksek derecede
polimorfizm gosterdikleri icin genetik polimorfizm galismalarinda &6zellikle
tercih edilirler (Jeffreys, 1986; Li ve Graur, 1991; Vandenbroeck ve ark.,,
1996; Strachan ve Read, 1999; Lewin, 2000; Page ve Holmes, 2000).



1.6. VNTR’lerde Yiiksek Polimorfizm (Hypervariability)

VNTR'ler, omurgalilarda, mantarlarda ve bitkilerde okromatik bdlgelerde
bulunmaktadiriar ve kisa motiflerin birbiri ardinca tekrarlamasiyla kromozom
boyunca 50 kb’ne kadar ulagabilmektedirler. Cizelge 1.6.1’de insan
DNA sinda tespit edilen farkli VNTR’lerin tekrar birimleri gosterilmektedir. Pek
cogunda iki zincir arasinda ptrin / primidin asimetrisi gériiimektedir. Insan
insllin geniile a-globin 3' HVR gen kiimelerindeki VNTR’lerin tekrar birimleri
dizi olarak kiyaslandiinda baz benzerliklerin goériiimesi, bu tip dizilerin
VNTR olusturmak yoéntnde egilimli oldugu fikrini giindeme getirmektedir
(Jeffreys, 1986; Page ve Holmes, 2000).

Cizelge 1.6.1. Insan DNA’sinda tespit edilen farkli VNTR drnekleri ve bunlarin tekrar birimleri
(Page ve Holmes, 2000).

Minisatelit probu Dizi’
Gekirdek dizi (Jeffreys) GGAGGTGGGCAGGARG
Myoglobin CTAAAGCTGGAGGTGGGCAGGAACGACCGARRT
33.15 AGAGGTGGGCAGGTGG
336 AGGGCTGGAGG
pAg3 AGAAAGGCGGGYGGTGTGGGCAGGGAGRGGCAGGAAT
AMSH1 GTGGATAGG
YNH24 CAGCAGCAGTGGGAAGTACAGTGGGGTTGGTT
Insalin ACAGGGGTGTGGGG
Harvey ras c1 GGGGGAGTGTGGCGTCCCCTGGAGAGAA
a-~globin 3' HVR AACAGCGACACGGGGGG
D141 GGYGGYGGYGGYGGYGGYGGY...
Cekirdek dizi (Nakamura) GGGNNGTGGGG

* R= A veya G; Y= C veya T; N= herhangi bir baz

Jeffreys ve ark. (1985) insan myoglobin geninin dizi analizi galigmalar
sirasinda, bu genin bir intronunda 33 bg'lik  birimlerin doért defa
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tekrarlamas;lndan olugan kiglk bir VNTR tespit etmiglerdir. Bu VNTR'nin,
monomorfik olmasina karsilik diger VNTR'ler ile benzerlik gosterdigi ve diger
lokuslaria zayif derecede hibridize oldugu dikkati gekmistir. Hibridize olan bu
lokuslardan 8 tanesi rastgele secilerek klonlanmig ve her bir lokusun &zelligi
belirlenmigtir. Tom klonlarin 16-64 bg¢ uzunlugundaki tekrar birimlerinden
olustugu ve secilen klona bagh olarak tekrar sayisinin 3-29 oldugu tespit
edilmigtir. Ayrica 4 klonun tekrar birimi sayisi bakimindan alelik gesitlilik
gosterdigi, en polimorfik lokusun 12-25 tekrar birimi iceren 8 alel ihtiva ettigi
ve heterozigositesinin yaklagik %80 oldugu saptanmigtir. Myoglobin VNTRsi
ve s6z konusu 8 klondan elde edilen VNTR’ler mukayese edildiginde bu
dizilerin herbir tekrar biriminde 11-16 bg¢ uzunlugunda, ¢ok ufak farkliliklar
iceren ortak bir “gekirdek (core) dizi” (GGAGGTGGGCAGGARG) ihtiva
ettikleri dikkati gekmistir (Jeffreys, 1986).

Farklh VNTR'lerde c¢ekirdek dizi diginda kalan dizilerin benzerlik
gdstermemesi nedeniyle, ¢ekirdek dizi igeren VNTR’lerin bliylik bir olasilikla
evrimsel olarak birbirleriyle iligkili dizileri olusturmadig fikri ileri strilmesine
ragmen, ¢ekirdek dizilerinin bulunduklan DNA dizilerinde baslangig
duplikasyonunu tegvik ederek ve / veya esit olmayan krosover ya da
replikasyon kaymasi yoluyla asin degigsken VNTR'lerin olusumuna yardimci
olduklari fikri yaygin olarak kabul gérmektedir (Jeffreys, 1986).

VNTR’ler Gzerinde seleksiyon etkisinin olmadigi varsayildidinda, insan
populasyonlarninda gézlenen VNTR tekrar sayisindaki gesitlilik igin gerekli
olan esit olmayan degisimlerin hizini, nétral mutasyon-genetik kayma modeli
( Neutral mutation-Random genetic drift modeli) ile hesaplamak miimkunddir.
Hesaplanan hiz, bir minisatelitin her kilobazi icin 10 ™ gibi yiksek bir
degerdir ve bu durum bugiine kadar pedigrilerde tespit edilen yeni mutant
alellerin sayisi ile uyumludur. Insan DNAs!I boyunca ortalama mayotik
rekombinasyon hizinin her kilobaz igin 10 ~° gibi 10 misli daha dustik bir
deger dikkate alindiginda ¢ekirdek dizi ihtiva eden VNTRIer, rekombinasyon
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“hot spot” lan olarak gc“:rﬁ!mektédirler (Jeffreys, 1986; Jeffreys, 1999;
Strachan ve Read, 1999; Richard ve Paques, 2000, Lewin 2000).

Cekirdek dizi, hem uzunluk hem de G niikleotit igerigi bakimindan E. Colide
rec BC gen Urind olan Endoniikleaz V’in baglanma dizileri olarak
rekombinasyonun baglamasinda rol oynadigi distniilen Chi dizisi (Cross-
over hotspot initiator sequence, GCTGGTGG) ile oldukga benzerlik
gdstermektedir. Bu nedenle ¢ekirdek dizinin, prokaryotik chi dizisinin
memelilerdeki homologu veya analogu oldugu ileri striimektedir (Jeffreys,
1986; Jeffreys, 1999; Strachan ve Read, 1999; Richard ve Paques, 2000,
Lewin 2000).

Yiksek derecede polimorfik (hypervariable) VNTR'lerde tekrar birimleri
homojen ve tek bir tekrar birimine sinirh degildir. Birbirleriyle sikica iligkili
tekrar motifleri tek bir alelde varolabilir ve genellikle bir gok komsu olmayan
tekrar dizisi ile difuize olma egilimindedirler. Genig duplikasyon ve delesyon
noktalarinin tespit edilmesi, alelik polimorfizmde &ncelikli mekanizmalarin
replikasyon kaymasi, esit olmayan krosover ve gen dontsimii (gene
conversion) oldugunu goéstermektedir (Dedrauwere, 1997; Jeffreys, 1999;
Richard ve Paques, 2000) .

Asin degisken VNTR dizileri bazi istisnai ornekleri disinda transkribe
edilmezler. Omegin insanda 1q’'da yer alan MUC1 lokusu ifade bulan bir
minisatelit lokusudur. Bu lokus, viicut sivilarinda ve bir ¢ok epitelyal dokuda
bulunan bir glikoprotein kodlamaktadir ve oldukga polimorfiktir (Strachan ve
Read, 1999).

Yapilan aragtirmalar, VNTR'lerdeki heterozigositenin oldukga yiiksek
oldugunu ve herbir kugakta, gamet olusumu sirasinda ortalama %1-2 siklikla
yeni tiplerin ortaya gikmasina yol actigini géstermektedir. Bazi VNTR'lerdeki
degiskenligin %15’e kadar ulasabildiji de gosteriimektedir. Normalde
ortalama bir gendeki mutasyon hizi her kusakta 10 ° - 10 ~® kadardir
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(Jeffreys, 1986; Nachman ve Crowell, 2000). VNTR’lerde de§i§kenlik hizinin
yiksek olmasi, tekrar sayisinin yani alel buyUklaginiin kigiler arasinda
farkhilik gosterecegi ve dolayisiyla tek bir populasyonda bile ¢ok sayida alelin
bulunaca@ anlamina gelmektedir. Sonug olarak VNTR’ler ylikksek mutasyon
hizina sahip olmalan nedeniyle yiiksek derecede polimorfik yapi géstermeleri
ve Mendelyen kalitim gdstermeleri sonucu ¢ok énemli birer molekiler marker
kaynagi olusturmaktadirlar (Jeffreys, 1986; Connealy, 1994; Jeffreys 1999;
Lewin, 2000) .

VNTR’ler kigiler arasinda uzunluk bakimindan farkhhklar gdstermeleri
nedeniyle genetik markerlar olarak bir populasyonda bireylerin birbirinden
aynminda DNA parmak izi, haplotip analizi, baglanti (linkage) haritalarinin
cikarimasinda, kiyaslamali populasyon genetigi ve kimerizm ¢aligmalarinda
genetik markerlar olarak basariyla kullaniimaktadirlar (Jeffreys, 1986;
Budowle ve ark. 1990;Leeuwen ve ark., 1991; Gasparini ve ark., 1993; Pena
ve Chakraborty, 1994; Regidor ve ark., 1998; Cimino ve ark., 1999; Miflin ve
ark., 1999; Nei ve Kumar, 2000). '

1. 7. VNTR’lerin Olugsum Mekanizmalan

VNTR lokuslarinda olugan bazi yeni alellerin parental alelden sadece tek bir
tekrar birimi kadar farkh oldugunun gézlenmesi sebebiyle, yeni alellerin
sadece mayotik alel i¢ci esit olmayan krosover sonucu olugmadigl, bu
olusumun replikasyon kaymasi mekanizmasi sonucu da oldugu fikrini
glindeme getirmektedir. Bu durum, replikasyon sirasinda yeni sentezlenen
iplikcik ve komplementeri arasindaki normal eslesmenin yerine tekrar
birimlerinin biribiri Gizerinde kaymasi ve tekrarlarin normalden farkh olarak
birbirleriyle eslesmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle sdz konusu
mekanizma, replikasyon kaymasi veya polimeraz kaymasi olarak
isimlendirilmektedir. Replikasyon kaymas! sonucu farkh tekrar. birimlerinin
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eslesmesi; replikasyon sirasinda siklikla gorilebildigi gibi, bolinmeyen
huicrelerde onarnmsal replikasyon sonucu digtk sikhkla da olsa
goriilmektedir. Bunun sonucu mikro duplikasyonlar / delesyonlar
olusmaktadir. Ayrica ardigik tekrarlar arasinda meydana gelen yanlg
eslesmeye ilave olarak, ardisik olmayan tekrar dizileri arasinda yanhg
eslesmeler sonucu ortaya c¢ikan replikasyon kaymalarinin, genis
duplikasyonlara ve delesyonlara neden olabilecegi ve bu durumun genomun
evriminde dnemli mekanizmalardan birini teskil edecegi ileri strtiimektedir (Li
ve Graur, 1991; Debrauwere ve ark., 1997; Jeffreys, 1999; Strachan ve
Read, 1999; Richard ve Paques, 2000).

Homolog rekombinasyon (Esit rekombinasyon—Kuralli rekombinasyon),
mayozda birbirinin aynisi veya benzeri olan alelik DNA dizileri arasindaki esit
miktardaki parga degisimini tanimlamaktadir. Bu tip rekombinasyon
inter-aleliktir. Homolog rekombinasyonda, normal olarak esit miktarda alig
veris s6z konusudur yani kirilma ve tekrar birlesme olaylari herbir kromatitte
ayni pozisyonda meydana gelmektedirler. Ancak VNTR adi verilen DNA
tekrar dizilerinde karsihkh gelen alellerdeki uzunluk polimorfizmine bagi
olarak, farkli tekrarlar arasinda gergeklesen krosover sonucu, farkh
rekombinant alellerin olustugu da bilinmektedir. Bdylece homolog
rekombinasyon yoluyla iki VNTR aleli arasinda krosover sonucu, bir kismi bir
alelden, geri kalan kismi diger alelden olusan yeni bir tip alel yani hibrit alel
olusmaktadir ve cesitliliklerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Li ve
Graur, 1991; Debrauwere ve ark., 1997; Jeffreys, 1999; Strachan ve Read,
1999, Richard ve Paques 2000, Lewin, 2000).

Kardes kromatit degisimi, homolog rekombinasyonun bagka bir tiirii olup,
ozellikle VNTR’ler gibi tekrar dizilerine sahip lokuslarda gézlenen alelik bir
rekombinasyondur ve ayni bir kromozomun kardes kromatitlerinde ayni
lokustaki alellere ait farkh tekrar birimlerinin birlestiriimesiyle olugsmaktadir.
Bununla beraber kardes kromatit degisimleri, normal olarak fazla genetik
cesitlilik yaratmamaktadirlar. Cinkl kardes kromatitler birbirinin aymi DNA
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dizilerine sahiptirler (Li ve Graur, 1991; Debrauwere ve ark., 1997; Jeffreys,
1999; Strachan ve Read, 1999, B6lim 9, Richard ve Paques 2000).

Non-homolog rekombinasyon (Esit oimayan-Kuraldigi Rekombinasyon),
alelik olmayan diziler arasinda gerek mayoz gerekse mitoz sirasinda
gerceklesen kural digi krosover olarak tanimlanmaktadir ve non-alelik (alelik
olmayanjtir. Kural digi rekombinasyonda %100 homoloji yoktur ve bu
degdisimde esitsizlik gérlilmektedir. Non-homolog rekombinasyon, homolog
kromozomlar arasinda olabildigi gibi non-homolog kromozomlar arasinda da
gerceklesebilmektedir. Non-homolog rekombinasyonda parga degisimi
karsilikh olsa da esit degildir. Bu tip krosoverin gozlendigi dizilere bakildig
zaman dikkate deger olglideki ve uzunluktaki dizi benzerligi yanlis eslesmis
kromozomlarin stabilizasyonunu agiklamaktadir. Yanls eslesmis kardes
olmayan homolog ve non-homolog kromatitler arasinda meydana gelen esit
olmayan krosover sonucu, kural olarak, degisim olayina istirak eden
kromatitlerden birisinde delesyon, digerinde ise duplikasyon / insersiyon
ortaya ¢ikmaktadir (Li ve Graur, 1991; Debrauwere ve ark., 1997; Jeffreys,
1999; Strachan ve Read, 1999, Richard ve Paques 2000).

Esit olmayan kardes kromatit degisiminin nadiren de olsa kardes
kromatitler arasinda meydana gelmesi sonucu ortaya ¢iktigi da
bilinmektedir. Bu tip degisim, 6zellikle benzer tipteki tekrar dizilerinden olusan
VNTR’leri farkli lokuslarda tagiyan kromozomlarda gergeklesen non-alelik bir
rekombinasyondur.

VNTRIer gézéniinde bulunduruldugunda, farkh alelik veya non-alelik tekrar
dizileri arasinda yilkksek derecede dizisel homolojinin bulunmasi sonucu,
kardes olmayan kromatitler arasinda oldugu kadar kardes kromatitlerde de
yanhs eslesme kolaylagmaktadir. Kromatitlerin bu sekilde yanlis eslesmesi
sonucu bu dizilerdeki tekrar birimlerinin sayisinda artma veya azalma
olmaktadir (Li ve Graur, 1991; Debrauwere ve ark., 1997; Jeffreys, 1999;
Strachan ve Read, 1999; Richard ve Paques 2000).
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Gen doniisiimii (gene conversion), bir rekombinasyon sonunda karsilikh
olmayan bilgi aktarimiyla sonuglanan bir durumu ifade etmektedir. Gen
doniistimti alelik DNA dizileri arasinda olabilecegi gibi non-alelik DNA dizileri
arasinda da ortaya cikabilmektedir. Diziler arasindaki degisim tek y&nil
oimaktadir. Bunun sonucu, rekombinasyon {rinleri arasinda gézlenen
oranlar beklenenden farkhlik géstermektedirler. Gen déntigtiminde, birbiriyle
etkilesime giren dizilerden verici olarak isimlendirilen dizi degigmeden
kalirken, alict DNA dizisinin sahip oldugu dizinin bir kisminin veya tamaminin
verici diziye dénlstigu gortilmektedir.

Gen déniigimii, rekombinasyon sirasinda verici genden gelen DNA zinciri ile
alici genden gelen komplementer zincir arasinda heterodubleks olusumunu
takiben yanlis eslesme onarimi sonucu meydana gelmektedir. DNA onarim
enzimleri heterodubleksteki iki zincirin arasinda olusan yanlis eslesmeleri
onarirken alicinin DNA dizisini, verici zincire komplementer olacak sekilde
dizeltmektedir (Li ve Graur, 1991; Debrauwere ve ark., 1997; Freeman ve
Herron, 1998; Jeffreys, 1999; Strachan ve Read, 1999; Lewin, 2000, Richard
ve Paques 2000).

Gen dontsumd, ilkin, tim sekiz mayoz Uriniinin askosporlar olarak elde
edilip cahsilabildigi (tetrat analizi) Neurospora crassa (ekmek kufi mantarn)da
oldukcga iyi bir sekilde tanimlanmistir. Tetrat analizlérinde mayotik Grinlerin
beklenen 4:4 oranindan 3:5 veya 2:6 seklindeki sapmalar gen déntgtimint
yansitmaktadir (Strachan ve Read, 1999).

Kompleks organizmalarda gen doénistiminin belirlenmesindeki gliclige
ragmen memeli genomunda bir lokustaki bir alelin, ayni tiriin bagka bir
lokusundaki diger alellerin mutasyon modellerine benzer mutasyonlar icerdigi
pekgok o6rnek mevcuttur. Memelilerde bir VNTR lokusunda ortaya cikan
niteliksel bir degisikligin birlikte gen doniisim{ (co-conversion / concerted
evolution) sonucu ayni veya farkh lokuslardaki VNTR tekrar birimlerine de
yayildid bilinmektedir (Strachan ve Read, 1999).
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Yuksek derecede mutasyona ugrayabilen bazi VNTR lokuslari genellikle her
gamet bagina %1 veya daha fazla siklikta yliksek egey hatti mutasyon hizina
sahiptirler ve tekrar birimlerinin herbiri, tekrar alt siniflarinin ayirdedilmesine
olanak taniyacak sekilde niikleotit farkliliklan g&stermektedirler. Bu
ozelliklerinden dolayi egey hatti mutasyonlar, her bir gamette mutant VNTR
alellerinin tespit ve karakterize edilmesi suretiyle ¢ahgilabilmektedir. Bunu
gergeklestirmek icin Jeffreys ve ark. “small pool PCR (SP-PCR)” adini
verdikleri bir yontemde herbir spermden izole edilmig DNAnin g¢oklu
dilisyonlarini yaparak her tiipte en fazla 100 sperm DNAsI bulunacak sekilde
kalibre ederek PCR gergeklestirmektedirler. Herbir diliisyondan elde edilen
PCR drinleri, uzunluklan 6ncl alelden belirgin sekilde ayirdedilebilen yeni
aleller ile sonuglanan mutasyonlar igin analiz edilmektedir. Egey hatt
mutasyonlan icin tekrar dizileri iceren 3 farklh VNTR lokuslari {zerinde
yapilan analizlerden elde edilen sonuglar komsu markerlarla birlikte
incelemeye alindiginda iki 6nemli tespit yapiimigtir. Birincisi mutasyonlarin
biyitk bir ¢ogunlugunun tekrar dizileri iceren VNTR lokuslariyla sinirh
kalmasi ancak komsu markerlarda gériilmemesidir. Ikincisi alellerden sadece
birinde tekrar sayisinin artmasi, yani bu olayin karsilikh dizi degisimi sonucu
olmamasidir. Bu iki dzelik birlikte alelik gen doniisimi olayini, VNTR’lerdeki
tekrar sayisi artiginda rol oynayan 6nemli mekanizmalardan birisi olarak
gindeme getirmektedir (Strachan ve Read, 1999, Bois 1999).

SP-PCR calismalarinda da gosterildigi gibi tekrar dizilerinden olugan alelik
DNA dizilerinin yiksek derecede uzunluk polimorfizmi géstermeleri nedeniyle
VNTR'ler, bireyler arasi ayrimin yapiimasi amacilyla DNA parmak izi
c¢alismalarinda kullaniimaktadirlar. Farkli kromozom bélgelerinde oldugu
bilinen ve benzer / ayni tekrar dizileri tasiyan lokuslardaki non-alelik
polimorfizmler birlikte degerlendirildiginde bireyin haplotipi ¢ikanlmaktadir
( Budowle ve ark., 1990; Gasparini ve ark., 1991;Hansen ve Morling, 1993,
Pena ve Chakraborty,1994) .
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1.8. Genetik Cesitlilik Olgiisii — Heterozigosite

Geleneksel olarak populasyon genetikgileri tarafindan kullanilan verilerin
dnemli bir kismini, genlerin farkh formlarnnin bir populasyon igerisindeki
goéreceli sikliklan olusturmustur. Mutasyonlar sonucu olugan genin farkl
formlan alel olarak tanimlanir. Bir genin iki veya daha fazla sayida alele
sahip olmasl, populasyonun s6z konusu gen bakimindan polimorfizm
gosterdigi anlamina gelir. Bir populasyonun genetik yapisindaki farkhhklarin
varhgi ve birden fazla farkliligin bir arada bulunmasi genetik polimorfizm
olarak ifade edilir. Polimorfizmin temel &zellikleri: genomun belli bir
bolgesindeki baz cifti dizisindeki farklihiklarin olmasi, bu farkhliklarin o
populasyonda kalici olmasi, yani bir sonraki nesile aktarilabilmesi ve
sikiinin %1'den az olmamasi seklinde 6zetlenebilir (Li ve Graur, 1991;
Page ve Holmes, 2000; Nei ve Kumar, 2000, Bélim 12) .

Bir populasyonda polimorfizm gériilen bir lokusta en yliksek siklikla bulunan
alel yaban tip, daha nadir olarak gézlenen alel ise varyant tip olarak
isimlendirilir. Alel sikliklarinin neden gézlendikleri sekilde oldugunu anlamak
icin, alel sikliklarinin matematiksel modeller seklinde ifade edilmesi
gerekmektedir (Page ve Holmes, 2000).

A ve a olarak ifade edilen iki alele sahip bir gen lokusu en basit modeli
gostermektedir. Bu durumda s6z konusu alellerin belii bir populasyon icindeki
sikhklart matematiksel olarak sirasiyla p ve g'dur. DNA seviyesinde ortaya
cikan ¢ok fazla miktardaki genetik cesitllije gegmeden 6nce, basit
gorinmekle beraber, yalnizca iki alele sahip bir genin ele alindigi
matematiksel model konunun anlasiimasinda ilk basamak olmasi
bakimindan énemlidir (Page ve Holmes, 2000).

Uzerinde calisilan organizmalarin gogu diploid oldugundan, bir gen, her biri
homolog kromozomlarin birinde bulunan iki alele sahiptir ve bireyler alel
kombinasyonlan dustntildiagiinde 3 farkh genotipe sahip olabilirler: AA, Aa
ve aa. AA ve aa genotipindeki bireyler ayni tipteki alelleri tagidiklan igin
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homozigot, Aa genc;tipindeki bireyler ise farkh iki alel tasidiklar igin
heterozigot olarak ifade edilirler. Heterozigot bireylerin fenotipi aleller arasi
iliskiye baghdir. Bazi lokuslar itibariyle heterozigot bireylerde bir alel digerine
nazaran fenotipte daha fazla ifade bulur. Bu durumda s6z konusu alel
dominant (baskin), dijeri ise resesif (¢ekinik), ve bu tip aleleler arasi iligki
dominant-resesif alel iligkisi olarak isimlendirilir. Dominant-resesif alel
iliskisinde (A>a) Aa genotipine sahip bir bireyin fenotipi AA genotipteki bireyle
aym olacaktir. Bu lokus itibariyle bir populasyonda genotipik sikliklan (p, q)
bulmak icin dominant fenotipteki bireylerin genotipinin homozigot veya
heterozigot oldugunu tespit etmek gerekmektedir. Heterozigot genotipli
bireylerin fenotipinde sayet her iki alel birden ayni oranda ifade buluyor ise bu
aleller kodominant (esbaskin) olarak tanimlanirlar. Kodominans gériilen
karakterler itibariyle heterozigot bireylerin tglincti bir fenotipi olugturmasi
heterozigot bireylerin kolayca tanimlanabilmesine olanak saglar. Bu nedenle,
populasyon genetigi calismalarinda kullanilan protein ve DNA markerlarinin
cogu kodominanttir (Li ve Graur, 1991; Nei ve Kumar, 2000; Page ve
Holmes, 2000) .

Yukanda belirtilen genotiplerin (AA, Aa ve aa) bir populasyon igerisindeki
sikliklari, faa, faa Ve faa olarak ifade edilecek olursa, A ve a sikliklarini p ve g
seklinde hesaplamak kolay olacaktir.

p=faa+ %1,
q=faa+ % faq
p +gq = 1'dir.

Ozetleyecek olursak bir alelin siklidi, o alel itibariyle populasyonda mevcut
homozigotlarin sikhidi ile heterozigotlarin sikhidinin yansinin toplamina esittir

(Li ve Graur, 1991; Nei ve Kumar, 2000; Page ve Holmes, 2000) .

Alel sikliklar p ve g, bir populasyonda var olan genetik cesitliligin miktarinin
basit bir ifadesi olarak kullaniimaktadir. Ancak bir populasyonda herhangi bir
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lokusla ilgili olarak genellikle ikiden fazla alel bﬁlundugunda bunlarin sikliklari
ile ilgilenmek herzaman kolay olmayabili. Bu nedenle, herhangi bir
populasyondaki genetik c¢esitliligin o6l¢lisi olarak heterozigosite terimi
kullamhir (Page ve Holmes, 2000). Heterozigosite, bir populasyonda mevcut
heterozigotlann toplam sikhklarinin ifadesidir. Heterozigosite agagida verilen
basit formille hesaplanmaktadir (Page ve Holmes, 2000).

H=1—ix,2

m, bir lokusta tespit edilen toplam alel sayisi
X, i. alelin sikhgrdir.

Heterozigosite, bir lokusla ilgili ¢ok sayida ve birbirine esit siklikta aleller
bulundugu durumlarda en biiyiik degerini almaktadir (Page ve Holmes, 2000;
Nei ve Kumar, 2000) .

Yakin zamana kadar, heterozigosite genellikle protein elektroforezi yoluyla
tespit edilen elektroforetik mobiliteleri farkli olan allozimik enzimlere bagh
olarak allozim sikliklari seklinde tespit edilmisti. Hernekadar allozim
cesitlilikleri Gizerindeki galismalar populasyon genetigi galismalarinin temelini
olusturmug olsa da, glinimiizde yapilan populasyon genetigi ¢alismalari,
kesin ve dogrudan bilgilendirici olmasi nedeniyle DNA seviyesindeki
farkhhklar Gizerinde yogunlagmig bulunmaktadir (Li ve Graur, 1991; Page ve
Holmes, 2000; Nei ve Kumar, 2000) .

Populasyonlar arasi genetik farkhilagsmanin en yaygin olarak kullanilan
olcisti ise Fsr (Fixation index) degeridir. Bir populasyondaki genetik
cesitliligin olglistiniin ise heterozigosite oldugu bilinmektedir. Herhangi bir
polimorfik lokus igin populasyonlar arast genetik farkilagmanin
belirlenmesinde kullanilan Fst degeri, bu lokus itibariyle farkh

populasyonlarda belirlenen heterozigosite degerlerinin ikiserli olarak
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birbirlerinden nekadar farkh oldugunun F istatisitigi ile hesaplanmasi s.onucu
elde edilmektedir. Fst degeri nekadar kiigiik ise sdz konusu lokus igin
kargilagtirilan iki populasyonun birbirine o kadar yakin oldugu anlagilir. Fsy
dederinin  kGgllk g¢lkmas! igin  kargilastinlan iki  populasyonun
heterozigositeleri arasindaki farkin kiiglik olmasi gerekmektedir ki bu da
ancak iki populasyon arasinda gen goécil olmasi durumunda s6éz konusu
olmaktadir. Bliyllk Fsy degeri ise tam tersi bir durumu ifade etmektedir.
Baska bir ifadeyle herhangi bir lokus icin kargilagtinlan iki populasyonun
genetik agidan birbirinden farkh oldugu anlasilir (Nei ve Kumar, 2000; Page
ve Holmes, 2000).

1.9. Amag

Bir populasyondaki kisiler arasinda, ¢esitli VNTR lokuslarinda ¢ok sayida ve
polimorfik alellerin oldugu bilinmektedir. Heterozigositesi yiksek VNTR
lokuslan populasyon genetigi, adli tip ve kemik iligi nakli sonrasi kimerizm
tayini gibi cesitli genetik calismalarda basarih bir gekilde kullaniimaktadirlar
(Jeffreys, 1986; Budowle ve ark. 1990;Leeuwen ve ark., 1991; Gasparini ve
ark., 1993; Pena ve. Chakraborty, 1994; Regidor ve ark., 1998; Cimino ve
ark., 1999; Miflin ve ark., 1999; Nei ve Kumar, 2000). Incelenen VNTR
lokuslarninin heterozigositelerinin yiiksek olmasi VNTR lokuslarinin segiminde
onemlidir. Bu nedenle bir populasyonda, sayillan amagclar i¢in kullanilacak
uygun VNTR lokusunlarinin belirlenmesi igin 6ncelikle populasyon
calismalarinin yapiimasi dnem kazanmaktadir (Lewantin ve Daniel, 1991).

Bu tez calismasinda farkl populasyonlardaki polimorfizmleri cahgilmig
bulunan ve 6zellikle kemik iligi nakli sonrasi kimerizm tayini amaciyla yaygin
olarak kullanilan dért otozomal VNTR (D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53)
lokusunun Tirkiye'deki polimorfizmlerinin belilenmesi ve yukarida belirtilen
uygulamalara yoénelik olarak uygun Ilokuslarin tayini hedeflenmigtir.
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. incelenen Lokuslar

Bu calismada 4 otozomal VNTR lokusu gahgiimigtir. Bu lokuslar D1S80,
D4S95, D17S30 ve TP53 VNTR lokuslanidir. Bu lokuslarin genel dzellikleri
Cizelge 2.1.1.de 6zetlenmektedir (http://www.gdb.org).

Cizelge 2.1.1. D1S80, D4895, D17S30 ve TP53 VNTR lokuslannin genel 6zellikleri

Tespit Edilen | Tespit
VNTR Kromozomal Tekrar Dizisi
Maksimum Edilen Alel
Lokusu Lokalizasyonu . Uzunlugu (bg)
Heterozigosite | Sayisi
D1S80 1p36-1p35 0,8080 26 16
D4S95 4p16.3-4p16.3 0,8440 13 20-60
D17S30 17p13.3-17p13.3 0,8625 19 70
TP53 17p13.1-17p13.1 0,6940 6 5
2.1.1. D1S80

Bu VNTR lokusu 1p36-1p35’e lokalize edilmis olup 16 b¢'lik tekrar dizileri
icermektedir. Bu giine kadar birgok farkli populasyon igin polimorfizmi

cahsilan bu lokus i¢in en ylksek heterozigosite 0,8080 olarak bulunmustur.

Bu lokus itibariyle uzunluklan 382 - 798 bg arasinda degisen 26 farkh alel
tesbit edilmisgtir (http://www.gdb.org). Cizelge 2.1.1.1'de D1S80 lokusu
alellerinin genel siniflandinimasi verilmektedir.
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2,1.2. D4S95

Bu lokus 4p16.3-4p16.3’e lokalize edilmigtir. Bu lokus icin bugiine kadar
saptanan en yiiksek heterozigosite 0,8440 olarak bulunmustur ve uzuniuklan
990 ila 1600 bg. arasinda degisen 13 farkh aleli saptanmigtir
Cizelge 2.1.21’de D4S95 Ilokusuna ait alellerin  uzunluklan
verilmektedir(http://www.gdb.org).

2.1.3. D17S30 ( D17S5 = YNZ22))

17p13.3-17p13.3te lokalize olan bu lokus 70 b¢'lik tekrar dizileri ihtiva
etmektedir. Farkh populasyon calismalarinda D17S30 lokusu igin tesbit
edilen en yiuksek heterozigosite 0,8625tir ve uzunluklan 168 ila 938 be.
arasinda degisen 19 farklh aleli saptanmigtir. Cizelge 2.1.3.1’de D17S30
lokusuna ait aleller ve uzunluklan goésterilmistir (http://www.gdb.org).

2.1.4. TP53

17p13.1-17p13.1’de lokalize oldudu tesbit edilmistir. 5 bg.’lik tekrar dizileri
ihtiva eden bu lokus igin saptanan en yiiksek heterozigosite 0,6940 olarak
bulunmustur. TP53 geninin ilk intronunda tanimlanan bu VNTR lokusunda
uzunluklan 105 ila 140 bg. arasinda degigsen 6 farkh alel tespit edilmis
bulunmaktadir. Cizelge 2.1.4.1'de TP53 lokusu igin tespit edilmis olan aleller
ve uzunluklar verilmektedir (http://www.gdb.org).
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2.2. Cahgsma Grubu

Bu calisma kapsaminda Tirkiye’de yagayan ve rastgele segilen, birbiri ile

akraba olmayan 83-99 birey calisiimigtir. Kan ornekleri alinan Kisiler,

galismanin amaci ve yontemi hakkinda bilgilendiriimis, ayrica yeterince

bilgilendirildikleri ve kendi iradeleriyle bu caligmaya katildiklarini gésteren bir

onam formu Kkigiler tarafindan imzalanmigtir. Onam formu o©rnedi Ek’te

sunulmaktadir.

2.3. DNA Elidesi ve Miktar Tayini

DNA izolasyonu, 5ml periferik kandan asagida tanimlanan standart fenol-

kloroform ydntemiyle yapilmigtir.

EDTA (100 pl, 0,5 M) 'l tipe 5 ml periferik kan alinir.

3500 rpm'de 20 ‘dakika santrifiij edilip (lonetics medical products,
Centurion 6000) serum uzaklastinldiktan sonra UGzerine 10 ml lizis
tamponu (0.154 M NH4Cl [Sigma, A9434], 0.0092M KHCOs3 [Sigma,
P4913], 0.0001 M EDTA [Sigma, E5134]) eklenir ve 1 saat buz lizerinde
bekletilir.

3500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir.

Stipernatan atilir, pelet Gzerine 5 ml 1x STE (0.1 M NaCl [Merk, 1.06400],
0.01 M Tris pH=8,0[Sigma, T8524], 0.001 M EDTA) eklenir ve kanstirlir.
3500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir.

Stipernatan atilip pelet tGizerine 4.5 ml 1x STE, 0.5 ml %10 SDS (Sodium
Lauryl Sulfat [Sigma, L4390]) ve 50 pg/ml Proteinaz K (Sigma, P4914)
eklenir, yavasga kanstirilir ve bir gece 37°C’de etiivde (Heraus, FB 420)
inkiibe edilir.

Ertesi giin solisyon lzerine esit hacimde doymus fenol (Sigma, P4557)
eklenip karigtirildiktan sonra 3500 rpm’de 20 dakika santrifij edilir.
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. Supem.atan temiz bir tlipe alinip Uzerine esit hacimde kloroform:izoamil
alkol kansimi (24:1) (Sigma, C2432:Sigma, 19392) ekienir ve karigtirilir.

e 3500 rpm'de 20 dakika santrifiij edilir ve slipernatan temiz bir tlpe
aktanhr.

¢ Sollisyon lizerine esit hacimde saf etanol (Carlo Erba, 414608) ilave edilir
ve yavasca karigtiriiarak DNA'nin presipite olmasi beklenir. Presipite olan
DNA mikropipet ile 1.5 mP'lik mikrofij tipliine aktarilir.

e Bir kez saf etanol, bir kez de % 70 etanol ile 10 dakika 13000 rpm’de
santriflj (Herolab, MikroCen 13D) edilir, sUpernatan atiir ve DNA
kurumaya birakilir.

o Kurutulan DNA 500 pl dH20O ile ¢dzilur.

Elde edilen DNA’ nin miktar ve safliginin tespit edilmesi icin spektrofotometrik
olcim asagidaki gibi yapiimistir.

e Cozllmis DNA 6rneginden 20 pl alinip quartz tip i¢cinde dH,O ile hacmi
2 mlye témamlamr, iyice kanstirilir.

e Spekirofotometrede OD2s0 ve ODzso degerleri dlgtlur (Jasco UV/VIS
Spectrophotometer, V-530).

e 260 ve 280 nm'deki optik dansite de@erlerinin orani(OD2so/ ODz2g0)
hesaplanarak DNA’' nin safligi belirlenir Asagidaki formil kullamlarak
elde edilen DNA’nin konsantrasyonu belirlenir.

Konsantrasyon (ug/ul) = OD2s0 x 0.05 x 100 (sulandirma katsayisi)

YUKSEXOGRETIM KURULY
s MERKEEL

SOKUMANTASYON
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2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyomi (PCR)

Bu galisma kapsaminda ongérilen dort VNTR lokusu uygun primerier
(Biotech) kullanilarak PCR ydntemiyle gogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri
Cizelge 2.4.1'de verimektedir (Kasai ve ark.,1990; Allitto ve ark,
1991;Futreal ve ark., 1991; Kijas ve ark., 1994).

Cizelge 2.4.1. Calisilan lokuslann primer dizileri

VNTR Lokusu Primer dizleri (5'2>3’)
D1S80 PF - GAAACT GGC CTC CAAACA CTG CCCGCC G
PR - GTC TTG TTG GAG ATG CAC GTG CCC CTT GC
D4S95 PF - GCA TAA AAT GGG GAT AAC AGT AC
PR - GAC ATT GCT TTA TAG CTG TGC CTCAGT TT
D17S30 PF - CAC AGT CTT TAT TCT TCA GCG

PR - CGA AGA GTG AAG TGC ACA GG
PF - GCA CTT TCC TCAACT CTA CA
TP53 PR - AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG
NPF - GCA CTT TCC TCAACT CTA CA
NPR - CCATTG CAC TCC AGC CTG GG

D1S80 VNTR lokusunun gogaltiimasi igin Budowle ve ark. (1995)’nin yéntemi
modifiye edilerek kullaniimistir. Bu amagla igerisinde 10 Taq Polimeraz (MBI
Fermentas EP0402), 10 mM TrisHCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCly,
20 pmol her bir primer (Biotech), 200 uM her bir dNTP (Sigma, dNTP-100),
0,1 pg genomik DNA igeren toplam 50 pl reaksiyon karigiminda
thermocyclerda (Biometra T1 Thermocycler™, 050-901 T1 96 ) PCR
gerceklestiriimistir. Uygulanan PCR protokolll agagidaki gibidir.

94°C 1°
94°Cc 7' | 67°C 1* |> T2°C T°

72°C 2°

(30 dongo)

D4S95 VNTR lokusunun g¢ogaltiimasi igin, 10 Taq Polimeraz (MBI
Fermentas, EP0402), 10 mM TrisHCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCls,
20 pmol her bir primer (Biotech), 200uM her bir dNTP (Sigma, dNTP-100) ve
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0,1 pg genomik DNA igeren toplam 50ul reaksiyon kangiminda
thermocyclerda (Biometra Personal Cycler ™,050-500) “touch down PCR”
gergeklestirilmistir. PCR kosullan asagida gosterildigi gibidir.

94°C 1* 94°Cc 1’ 94°Cc 1° e4°Cc 1°

94°Cc 7' 65°C 1'|>| s4°c 1|>| 83°c 1|5 e2°c 1| > 72°Cc 7"
72°C 2* 72°C 2 72°C 2° 72°C 2°
(4 déngt) (1 ddnga) (1 dénga) (27 dongt

D17S30 VNTR lokusunun PCR ile gogaltiimasi i¢in Cimino ve ark. (1999)
ydntemi modifiye edilmistir. Bu amagla, icerisinde 0,5 U Taq Polimeraz (MBI
Fermentas EP0402), 10 mM TrisHCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,,
20 pmol her bir primer (Biotech), 200uM her bir dNTP (Sigma, dNTP-100),
0,1 png genomik DNA iceren toplam 50ul reaksiyon karisiminda
thermocyclerda (Biometra T4 Thermocycler™, 050-901 T1 96 ) PCR ile
cogdaltiimigtir. Kullanilan PCR kosullarn asagidaki gibidir.

94°C 1°

94°C T’ 2> 63°C 1° > 72°C T°
72°C 2'
34 dongt)

TP53 VNTR lokusu igin iki farkh primer ciftiyle “nested PCR®
gergeklestiriimigtir. Birinci tur icin, icerisinde 0,5 U Taq Polimeraz (MBI
Fermentas, EP0402), 10 mM TrisHCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCla,
0,1 pmol her bir primer (PF ve PR) (Biotech), 200uM her bir dNTP (Sigma,
dNTP-100), 50 ng genomik DNA iceren toplam 20 pl reaksiyon karigiminda
thermocyclerda  (Biometra  Personal Cycler ™,050-500) PCR
gergeklestirilmistir (Futreal ve ark., 1991). Kullanilan PCR kosullar agagidaki
gibidir.
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94°C 1°

94°c 7' > | B5°C 1| > 72°C  7°
72°C  2°
(22 doéngt

Ikinci tur PCR igin icerisinde 0,5 U Taq Polimeraz (MBI Fermentas EP0402),
10 mM TrisHCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 1 pmol her bir primer
(NF ve NR) (Biotech), 200uM her bir dNTP (Sigma, dNTP-100), 2 pl birinci
tur PCR urdnt iceren toplam 20 pl reaksiyon karigiminda thermocyclerda
(Biometra Personal Cycler ™ 050-500) PCR gergeklestirilmistir. Uygulanan
PCR protokolil asagida verildigi gibidir.

94°C 1'

94°C 7’ > 55°C 1* | >  72°C 7°
72°C 2°
(30 déngu)

Her PCR uygulamasinda negatif kontrol olarak genomik DNA yerine dH,O
iceren tiiplerle PCR gergeklestiriimigtir.

Her lokus igin PCR iglemi bittikten sonra GrGnin varligini kontrol etmek
amaciyla %171lik agaroz jelde elektroforez yapiimigtir. Jel, 1XTBE (0.089M
Trizma base [Sigma, T8524], 0.089M Borik asit [Sigma, B6768], 0.002M
EDTA) icinde 0.1 pg/pl Etidyum bromid (Sigma, E8751) igerecek sekilde
hazirfanmigtir. PCR trtnlerinden 10 pl alinarak agaroz jelde 90 V'da 0,5 saat
yaritoldokten sonra (Biometra-Agagel Mini, 020-000), UV-transiliiminator
Uzerinde reaksiyon sonuglari degerlendirilmistir.
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2.5. Alel Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

D1S80 lokusu alellerinin uzunluklan, once agaroz jel elektroforezinde varhgi
tespit edilen PCR darunlerinin %3'litk Nusieve GTG agarozda (FMC
Bioproducts, 50080) uzunluklari bilinen kontrol markerlariyla birlikte [50 bp
DNA step ladder (Sigma, S7025)] 70 V'da 18 saat yuritilmesi ile tespit
edilmistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel Etidyum Bromid (0,5 pg /
ml) igeren 1 x TBE icerisinde 1 saat boyanmig ve sonuglar UV transiliminator
tizerinde degerlendirilmistir.

D4S95 ve TP53 VNTR lokuslarina ait alellerin uzunluklan sirasiyla % 4’luk
ve %6’lik denatiire poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ydntemleriyle tespit
edilmistir. %4’luk denattre PAGE : 20 gr tire (Sigma, U5378), 4 ml %40
akrilamid:bisakrilamid stok sollisyonu (38:2) (Sigma, A9099 : Sigma, M2022),
4 ml 10xTBE ve 17.3 ml ddH20 ve % 6’lik denatiire PAGE : 20 gr ure
(Sigma, U5378), 6 ml %40 akrilamid:bisakrilamid stok soliisyonu (38:2)
(Sigma, A9099 : Sigma, M2022], 4 ml 10xTBE ve 15.3 ml ddH20'dir.

Agaroz jel elektroforeziyle varhg: tespit edilen PCR urtinleri 95°C’'de 2 dakika
denatiire edildikten sonra jele yuklenmistir. D4S95 lokusu i¢in érmekler uygun
markerlardan olugan kontrol [ 100 bp DNA ladder ( Invitrogen, 15628-019 ) ]
esliginde, 250 V'da 18 saat yirutilmusttr (Scie-Plas Vertical Electrophoresis
Units, V20-CDC). TP53 Iokusu igin kontrol olarak pUC Mix Marker, 8 ( MBI
Fermentas, SM0301) esliginde, 1500 V'da 3 saat elektroforez (Scie-Plas
Vertical Electrophoresis Units, V20-CDC) gerceklestirilmistir.

Bantlar agagida tanimlanan giimiis boyama teknigi ile tespit edilmisgtir.
PAGE bittikten sonra jel %10 etanol igeren fiksatif sollisyonunda 15 dakika
muamele edilir. .

¢ %1 HNO; soliisyonunda 3 dakika muamele edilir.
e Jel ddH,0 ile 1dakika yikantr.
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e % 0,2 AgNOs ve % 0,1 formaldehit sollisyonunda 25 dakika muamele
edilir.

e ddH.0 ile hizli sekilde 1dakika yikanir.

e %3 NaCO; (Merck, 6398) solisyonu igerisinde %2 Na25203
soliisyonundan 100pl/L. olacak sekilde, taze hazirlanan developer
sollisyonunda bantlar goérillene kadar muamele edilir.

e Fiksatif sollisyonunda 2-3 dk bekletilir.

¢ ddH20 ile yikama yapilir.

D17S30 lokusuna ait alellerin uzunluklarnnin tespiti, deneyde elde edilen PCR
tranlerinin  herbirinin arasi 100 b¢ olan fragmanlar igeren marker [100 bp
DNA ladder (Invitrogen, 15628-019)] esliginde, % 1’lik agaroz jelde 70 V'da 2
saat yUrutiimus (Biometra-Agagel Mini, 020-000) ve UV transiliminator
tizerinde sonuglar degerlendirilmesiyle yapilmistir. %1’lik agaroz jel, 1XTBE
(0.089M Trizma base [Sigma, T8524], 0.089M Borik asit [Sigma, B6768],
0.002M EDTA) iginde 0.1 pg/ul Etidyum bromid (Sigma, E8751) icerecek
sekilde hazirlanmisgtir.

2.6. istatistiksel Degerlendirme

2.6.1. Alel Sikhklan (Frekanslar) ve Hardy- Weinberg Dengesi

Herhangi bir alelin bir populasyon igerisindeki goreceli sikligi alel sikhg:
olarak  isimlendiriimektedir.  Bir  populasyondaki alellerin  sikhik
(frekans)larindaki degisiklikler genellikle o populasyonda meydana gelen
genetik degisikliklerin bir 6lgtisti olarak alinabilir. Bu nedenle alel sikliklarinin
tespitini yapmak 6énem kazanmaktadir (Li ve Graur, 1991, Bélim 2; Nei ve
Kumar, 2000, Boliim 12; Page ve Holmes, 2000).
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Iki alelli bir sistemde alel sikhigi Esitlik 2.6.1.1’e gdre hesaplanmaktadir.

Esitlik 2.6.1.1.
( 2 x Homozigot bireylerin sayisi) + (Heterozigot bireylerin sayist)
Alelsikhigy = .

[ 2 x Toplam birey sayisi (N) ]

VNTR ler ikiden fazla alele sahiptirler fakat genotip sikhklan, iki alelli bir
lokusta oldugu gibidir. Bu g¢aligma kapsaminda incelen 4 VNTR lokusu
(D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53) icin tespit edilen alellerin sikliklan
asagida verilen Esitlik 2.6.1.2'ye gére hesaplanmistir.

2’”:: + Zmy
Esitlik 2.6.1.2. X, = a

2m

Xi, . alelin siklig

mi, A genotipine sahip homozigot bireylerin sayisi
m;, AAjgenotipine sahip heterozigot bireylerin sayisi
m, Toplam birey sayisidir.

Herbir lokusun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigini anlamak igin
tespit edilen genotiplerin gézlenen ve beklenen sikliklari arasindaki uyum
Arlequin Version 2.000 programinda mevcut olan Fisherin kesin x2 testi

(Fisher's exact test) ile degerlendirilmistir.

2.6.2. Heterozigosite

Heterozigosite veya bagka bir ifadeyle gen farkhihdi, bir populasyonda mevcut
genetik cesitliligin en kabul géren 6l¢iistidir (Page ve Holmes, 2000; Nei ve
Kumar, 2000) .
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' D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 VNTR lokuslan igin gézlenen (Ho) ve
beklenen heterozigosite () degerleri asagida verilen Esitlik 2.6.2.1'e ve
2.6.2.2'ye gore hesaplanmigtir.

Esitlik 2.6.2.1.
Heterozigot bireylerin sayisi

Gézlenen Heterozigosite (Hg) =
Toplam birey sayisi

A 2mf1=3x
Esitlik 2.6.2.2. h= —n-(—zxi—)
2n-1
Xi, i. alelin sikh@i
n, Toplam birey sayisidir (Nei ve Kumar, 2000)

2.6.3. Ayinm Giicii (Power of Discrimination = PD)

Ayinm gucl, populasyondan segilen iki bireyin, ilgilenilen bir alel bakimindan
birbirinden farkli olmasi olasiligidir. Calisilan 4 VNTR lokusunun PD degerleri
agsagida verilen Esitlik 2.6.3.1’e gére hesaplanmistir.

Esitlik 2.6.3.1. PD=1-P

P| = Zx,z

Burada , xi, i. genotipin sikligidir. xi 2 ise, bir populasyondan rastgele segilen
iki bireyin ilgilenilen lokus bakimindan genotiplerinin ayni olmasi olasihigidir
ve “aynilik olasihgi (Probability of identity = Matching probability)” olarak
ifade edilmektedir. P, degeri nekadar kiiglik ise, o lokusa ait PD degeri
artacaktir. Bilindigi gibi, PD degeri arttikca s6z konusu lokusun bir
populasyondaki bireyler arasindaki ayinm giict artmaktadir.
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Bilegik ayinm gucl ('combined power of discrimination ) herbir lokus igin
tespit edilen P; degerlerinin c¢arpilmasiyla elde edilen degerin 1’den
¢ikartiimasiyla elde edilir.

2.6.4. Fst Degerlerinin Hesaplanmasi ve Dendrogram Cizimi

Fsr degeri populasyonlar arasi genetik farklilasmanin bir &lglisii olarak
degerlendirimektedir. D1S80 lokusu itibariyle toplumalar arasi karsilastirma
yapabilmek icin Fst degerlerinin hesaplanmasinda Arlequin Version 2.000
programi kullanmimigtir. Bu programdan elde edilen veriler MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analyses) Version 2.1 programina aktanlarak UPGMA
ydntemine gére dendrogram cizdirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. D1S80 Lokusu Polimorfizmi

Turkiye’den rastgele segilen ve birbiriyle akraba olmayan toplam 99 kisiye ait
DNA’lar, D18S80 lokusu tekrar polimorfizmi agisindan c¢aligiimistir. D1S80
lokusu itibariyle toplam uzunluklan 414-734 bg arasida degisen 19 farkl alel
ve bu aleller itibariyle 37 farkhi genotip tespit edilmistir. Tespit edilen aleller ve
g6zlenen sikhklari Sekil 3.1.1°de verilmektedir.

Calgma grubumuzda en sik gbzlenen alellerin %39,89 oraninda 526 (24) ve
%26.77 oraninda 430 (18) oldugu tespit edilmigtir.

C. YOKSEXOGRET 1M KURD
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Bu galismada D1S80 lokusu igin s6zkonusu 19 alel itbariyle toplam 37 farkli
genotiple ilgili gozlenen ve beklenen sikliklar Cizelge 3.1.1'de ve Sekil
3.1.2'de veriimektedir. En sik gozlenen genotipler, 526/526 (24/24): 18 Kisi,
430/526 (18/24): 18 kisi ve 430/430 (18/18): 10 kisi olarak bulunmustur.

D1S80 lokusu igin tespit edilen genotiplerin gézlenen ve beklenen sikliklari
arasinda fark olmadigi ( p > 0,05), diger bir deyisle ¢alisma grubunun D1S80
lokusu icin Hardy-Weinberg dengesinde bulundugu tespit edilmistir. Calisma
grubunda tespit edilmeyen fakat teorikte olmasi beklenen genotiplerin
beklenen sikliklari tabloda gésterilmemistir bu nedenle genotiplerin beklenen
sikliklarinin toplami 1’e esit gézikmemektedir.

D1S80 lokusu icin tespit edilen alellerden bazilarinin jeldeki goriintiist Sekil
3.1.3'de verilmektedir.

1 230 14075 60 7 N8 M

3147 bg
- >
2 2647 bg
TE et b
- o W = — 500bg
s o »
—p 300bg

Sekil 3.1.3. 8 farkl bireye ait D1S80 lokusu PCR drinlerinin %3'lik Nusieve GTG agaroz jel
elektroforezi sonuclari goriintisi. 1: 430/526, 2: 526/526, 3: 494/526, 4: 526/558,
5: 526/590, 6: 526/606, 7: 590/590, 8: 430/654, M: Marker (50 bp DNA step ladder: 3147,
2647, 900, 800, 700, 600, 500, 450, 400, 350, 300).
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Cizelge 3.1.1. D1S80 lokusu igin tespit edilen genotiplerin gozlenen ve beklenen
sikhiklar

Genotip Siklik
Tekrar Sayisi Uzunluk (bg) Gozlenen Beklenen
17124 414 /526 1 0,4059
18718 430/430 10 7,0983
18720 430/ 462 1 0,5346
18721 . 430/478 1 1,6038
18/22 430/ 494 2 1,8810
18/24 430/526 18 21,1464
18/25 430/542 2 2,1384
181727 430/574 3 0,8019
181728 430/590 2 2,6730
18729 430/ 606 3 3,7521
18/37 430/ 654 1 0,5346
19/28 446 /590 1 0,0495
20/24 462 /526 1 0,8019
21/23 4781510 1 0,0594
21/24 4781526 1 2,3958
21425 4781542 1 0,2475
21/29 478/ 606 1 0,4257
21/37 4781734 1 0,0297
22124 494 /526 2 2,7918
22125 494/ 542 1 0,2871
22/26 494 / 558 1 0,1386
22/28 494 / 590 7| 0,3564
23/24 510/ 526 1 0,8019
2424 526 /526 18 15,7509
24/25 526/ 542 3 3,1878
24/26 526 /558 2 1,5939
24/28 526 / 590 2 3,9897
24/29 526 / 606 7 5,5836
24/31 526 /638 2 0,8019
24/37 526 /654 1 0,8019
24/33 526 /670 1 0,4059
24/33 526/ 686 1 0,4059
25/29 542 /606 1 0,5643
26/27 558 / 590 1 0,2079
28/28 590/ 590 1 0,2574
28/36 590/718 1 0,0495
29/29 606 / 606 1 0,4950
Toplam 99 85,0509
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Sekil 3.1.2. D1S80 lokusu igin tespit edilen genotiplerin gozlenen ve beklenen sikliklari
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3.2. D4S95 Lokusu Polimorfizmi

D4S95 lokusunda tekrar sayisi polimorfizmini arastirmak amaciyla 83 birey
cahisilmistir. Galigilan grup icin D4S95 lokusuna ait 15 farkh alel saptanmistir.
Bu alellerin uzunluklari 950-1560 arasinda degismektedir. Tespit edilen
alellerin gézlenen % sikliklan Sekil 3.2.1’de verilmektedir.

En sik gozlenen aleller siklik sirasina gére 1090 (%24,1), 1060 (%21,69),
1030 (%15,6), 1150 (%10,84) ve 1180 (%7,83) alelleridir.

Ayrica sonug elde edilebilen 83 bireyde D4S95 lokusu igin 32 farkl genotip
belirlenmistir. Séz konusu genotipler ve bunlarin gézlenen ve beklenen
sikliklar Cizelge 3.2.1 ve Sekil 3.2.2'de gosterilmektedir.

Tespit edilen genotiplerin gozlenen ve beklenen sikliklari arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark bulunmus (p < 0,001) ve Tiirk populasyonunu
temsil ettigi dustintlen galisma grubunun bu lokus itibariyle Hardy-Weinberg

dengesinden saptigi tespit edilmistir.
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Gizelge 3.2.1. D4S95 lokusu icin tespit edilen genotiplerin gézlenen ve beklenen sikliklar

Genotip Gozlenen sikhk Beklenen sikhik
950/1030 2 0,3071

990/ 990 2 0,1079
990 /1090 1 1,4525
990/ 1180 1 0,4731
101071010 1 0,0747
1010/ 1090 3 1,2035
1030/ 1030 4 1,8841
1030/ 1060 6 5,4199
103071090 5 6,0258
1030/ 1150 4 2,7141
1060 / 1060 8 3,9093
1060/ 1090 8 8,6818
1060/ 1150 2 3,9010
1060/ 1180 4 2,8220
1090 / 1090 5 4,8223
1090/ 1150 3 4,3409
1090/ 1180 5 3,1291
1090/ 1330 4 0,4897
1090/ 1440 2 0,7221
1090/ 1480 1 1,4442
1090/ 1520 1 0,4897
1150/ 1150 3 0,9794
115071180 1 1,4110
1150/ 1480 1 0,6474
1150/ 1500 1 0,3237
1180/ 1240 1 0,3154
118071520 1 0,1677
1240/1240 1 0,0498
1240/1330 1 0,0498
1440/ 1560 1 0,0166
1480/ 1480 1 0,1079
1480/ 1500 2 0,1079

Toplam 83 58,5814

Gozlenen genotipler disinda kalan olasi tum genotipler cizelgede

gosterilmemistir.
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Sekil 3.2.2. D4S95 lokusu icin tespit edilen genotiplerin gézlenen ve beklenen sikliklari
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D4S95 lokusu igin 9 farkli bireye ait PCR arlnlerinin poliakrilamid jel
elektroforezi sonuglari Sekil 3.2.3'de gérulmektedir.

1 234 568780

—» 2072 bg

— 800 b¢

Sekil 3.2.3. 9 farkli bireye ait D4S95 lokusu PCR urunlerinin %4'luk denatire poliakrilamid
jel elektroforezi sonuglari. M : Marker (100 bp ladder: 2072, 1500, 1400, 13000, 1200, 1100,
1000, 900, 800 bg), 1: 1090/1090, 2: 1030/1060, 3: 1090/1090, 4: 1060/1090, 5: 1060/1180,
6: 1010/1090, 7:1010/1090, 8: 1090/1090, 9: 1090/1180.

3.3. D17S30 (pYNZ22) Lokusu Polimorfizmi

D17S30 lokusu icin 96 kisi ¢calisiimistir. Bu lokus itibariyle tespit edilen sekiz
farkli alelin gozlenen sikliklari Sekil 3.3.1’de verilmektedir.

En sik gobzlenen aleller ve siklik oranlari sirasiyla 378 (%40,96), 238
(%21,81), 308 (%15,96) ve 168 (%12,77) olarak bulunmustur.
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40,96

siklik (%)

168 238 308 378 448 518 588 728
aleller (bg)

Sekil 3.3.1. D17S30 lokusu igin tespit edilen alellerin % sikliklari.

D17S30 lokusu icin 17 farkli genotip tespit edilmis olup bunlardan en sik
goézlenen genotipler siraslyla 378/378 (24 kisi) ve 238/238 (14 kisi)dir. Tespit
edilen genotiplerin gézlenen ve beklenen sikliklar Cizelge 3.3.1 ve Sekil
3.3.2'de gosterilmektedir.

Gizelge 3.3.1. D17S30 lokusu igin tespit edilen genotiplerin gozlenen ve beklenen sikliklar

Genotip Gozlenen sikhik Beklenen siklik
168/ 168 9 1,5322
168 /238 3 5,2358
168 /378 3 9,8324
238/238 14 44744
238 /308 6 6,5424
238 /378 3 16,7978
238/588 1 0,6486
308 /308 7 2,3970
308/378 9 12,2858
308 /448 1 1,4382
378/378 27 15,7732
378 /448 6 3,6848
378/518 1 1,2220
378 /588 1 1,2220
448 /448 1 0,2162
518/588 1 0,0470
7281728 1 0,0282
Toplam 94 83,378

45



W gézlenen

A
Mbeklenen | |
ot

siklik

168/ 168
168 /238
168/378
238238
238 /308
238/ 378
238/ 588
308 /308
308 /378 [HE
308/ 448
3781378
378/ 448
3781518
378/ 588
448/ 448
518 /588
7281728

genotipler J

Sekil 3.3.2. D17S30 lokusu igin tespit edilen genotiplerin g6zlenen ve beklenen sikliklari.

D17S30 lokusunun gézlenen ve beklenen sikliklar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmis (p<0,001) ve sbz konusu lokusun Hardy-
Weinberg dengesinden saptigi tespit edilmistir. Tespit edilen aleller
bakimindan calisma grubunda gézlenmeyen genotipler cizelgeye dahil
edilmemistir.

D17S30 lokusu icin 5 bireye ait PCR drinlerinin %1'lik agaroz jeldeki
gériintiisti Sekil 3.3.3'de verilmektedir.
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2072 by ¢—

600 bg —

100 by <¢—

Sekil 3.3.3. 5 farkll bireye ait D17S30 lokusu PCR Urtnlerinin %1'lik agaroz jel elektroforezi
sonuglari. M: Marker (100 bp ladder: 2072, 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg), 1: 168/378, 2: 238/238, 3: 308/308, 4: 308/378,

5:378/448.

3.4. TP53 Lokusu Polimorfizmi

TP53 lokusunun Turkiye'deki polimorfizmini arastirmak icin rastgele segilen
98 kisi calisiimistir. Bu lokus itibariyle uzunluklari 105-135 b¢ arasinda
degisen yedi farkli alel tespit edilmistir. Bu alellerin gézlenen % sikliklar Sekil

3.4.1'de verilmektedir.

57,65

60

105 110 115 120 125 130 135
aleller (bg)

Sekil 3.4.1. TP53 lokusu icin tespit edilen alellerin% sikliklari.
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. Bu lokus igin en sik gozlenen alel, %57,65 siklikla 120 bg'lik aleldir. Tespit
edilen 7 alel bakimindan, TP53 lokusu igin 10 farkh genotip saptanmis olup,
bunlarin gézlenen ve beklenen sikliklar Cizelge 3.4.1'de verilmistir.

Gizelge 3.4.1. TP53 lokusu igin tespit edilen genotiplerin gézlenen ve beklenen sikliklari

Genotip Gozlenen sikhk Beklenen siklik
105/120 d 0,5782
110/120 4 2,3030
115/ 115 5 2,7734
115/120 19 19,0218
1167 125 4 7,2422
120/120 81 8215752
120/125 26 24,7940
120/135 1 0,5782
1257125 6 4,7138
125/130 i 0,2156
Toplam - 98 94,7954

Ayrica diger 3 lokusta oldugu gibi TP53 lokusu icinde Hardy-Weinberg
dengesi arastinlmistir. Gozlenen ve beklenen genotip sikliklar arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamasi nedeniyle bu lokusun Turk
populasyonunda Hardy-Weinberg dengesinde oldugu saptanmistir (p>0,05).
TP53 lokusuna ait belirlenen genotiplerin gézlenen ve beklenen sikliklar
karsilastirmali olarak Sekil 3.4.2’de verilmistir.
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Sekil 3.4.2. TP53 lokusu igin tespit edilen genotiplerin gézlenen ve beklenen sikliklari.

TP53 lokusu igin 15 farkli bireye ait PCR uriinlerinin %6'lik denatiire
poliakrilamid jel elektroforezi sonuglari Sekil 3.4.3'de verilmektedir.

1 2 34 567 M 89 10 11121314 15M

—p 1116 bg

— 190 bg

110 bg
111 bg

Sekil 3.4.3. 15 farkl bireye ait TP53 lokusu PCR uriinlerinin (A: birinci tur, B: ikinci tur) %6'lik
denatiire poliakrilamid jel elektroforezi sonuglari. M: Marker (pUC Mix Marker,8: 1116, 883,
692, 501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110, 67), 1: 120/120, 2: 115/125, 3: 110/120,
4: 115/125, 5: 115/120, 6: 120/120, 7: 115/115, 8. 120/120, 9: 120/120, 10: 120/135,
11: 125/125, 12: 120/125, 13: 115/125, 14: 120/125, 15: 115/120.
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3.5. Heterozigosite

Caligilan dort lokusun (D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53) gozlenen ve
beklenen heterozigositeleri Cizelge 3.5.1de 06zetlenmektedir. Buna gore
gozlenen en yiksek heterozigosite D4S95 lokusu igin tespit edilmistir
(%69,88). D1S80 ve TP53 lokuslarinin heterozigositeleri sirasiyla %69,7 ve
%63,27 olarak bulunmustur. En distk gézlenen heterozigosite ise D17S30
lokusu igin %37,23 olarak tespit edilmistir.

Beklenen heterozigosite degerleri hesaplandiginda en yiiksek degerin
%85,42 olarak D4S95 lokusuna ait oldugu saptanmistir. Daha sonra sirasiyla
D1S80 (%76,25), D17S30 (%74,37) ve TP53 (%59,37) lokuslar gelmektedir.

Cizelge 3.5.1. D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 lokuslarinin goézlenen ve beklenen
heterozigositeleri.

Lokus D1S80 D4S95 D17S30 TP53

Gozlenen
0,6970 0,6988 0,3723 0,6327
heterozigosite

Beklenen
0,7605 0,8542 0,7437 0,5937
heterozigosite

3.6. Ayinm Giicii (PD) ve Bilesik Ayinm Giicii

PD degerleri her dort lokus igin hesaplanmis olup, sonuglar Cizelge 3.6.1.’de
verilmektedir. Buna gore en yiksek ayinm guctniin %94,93 ile D4S95 ve
%91,07 ile D1S80 lokuslarina ait oldugu tespit edilmistir. D17S30 lokusuna
ait PD degeri %85,95'tir ve en disiik PD degeri %78,20 ile TP53 lokusu igin
tespit edilmistir.
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Gizelge 3.6.1. D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 lokuslar igin hesaplanan PD degerieri.

Lokus D1S80 D4S95 D17S30 TP53
PD 0,9107 0,9493 0,8595 0,7820
Pl 0,0893 0,0507 0,1405 0,2180

Ayrica bu dort lokus icin bilesik PD degerleri de hesaplanmistir (Cizelge
3:6:2).

Gizelge 3.6.2. D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 lokuslarinin farkli kombinasyonlan igin

hesaplanan bilesik PD degerleri.

Lokuslar Bilesik Ayinm Giicii
D1S80 — D4S95 0,9955
D1S80 — D17S30 0,9875
D1S80 - TP53 0,9805
D4S95 - D17S30 0,9929
D4S95 — TP53 0,9890
D17S30 — TP53 0,9694
D1S80 — D4S95 — D17S30 0,9994
D1S80 — D4S95 — TP53 0,9990
D1S80 - D17S30 — TP53 0,9973
D4S95 - D17S30 — TP53 0,9985
D1S80 — D4S95 — D17S30 — TP53 0,99996

Cizelgeden de goruldugu gibi en yuksek PD degerine s6z konusu doért lokus

kombine olarak kullanildiginda ulasiimaktadir.
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3.7. FsT Degerleri

Turkiye'de polimorfizmi caligilan dért lokustan D1S80 lokusunun polimorfizmi

fark populasyonlarda yaygin olarak calisilimistir. Bunun disinda kalan

lokuslar itibariyle polimofizm g¢alismalaninin daha az sayida olmasi ve bu

verilerin tamamina ulasilamamasi nedeniyle populasyonlar arasi mukayese

sadece D1S80 lokusu icin yapilabilmistir.

D1S80 lokusu igin alti farkl populasyonunun ikiserli olarak karsilastiriimasi

sonucu elde edilen Fst dederleri Cizelge 3.7.1'de ve bu degerlere bagh

olarak cgizdirilen dendrogram Sekil 3.7.1'de verilmektedir.

Cizelge 3.7.1. D1S80 lokusu igin alti farkli populasyonunun ikiserli olarak karsilastiriimasi

ile elde edilen FsT ve p degerleri.

3 Suudi Amerikall Afrika Kokenli
Trkiye )
Arabistan Beyaz Irk (US | Amerikalilar Japonlar Avrupalilar
Populasyonu 5 s
Populasyonu | Caucasians) | (US Africans)
Tirkiye 0,00000 . < : " s
Populasyonu *
Swdl 1 0,02581 | 0,00000 s
Arabistan 4 S . B
Populasyonu p=0,00000
Amerkali 0 00225 | 0,03620 | 0,00000 . . N
Beyaz Irk (US
Caucasians) p=0,25225 | p=0,00000 B
AikaKekent |0, 05249 | 0,09547 | 0,04076 | 0,00000 > »
Amerikallar
(US Africans) p=0,00000 | p=0,00000 | p=0,00000 &
— 0,02411 | 0,06431 | 0,00804 | 0,02374 | 0,00000 5
p=0,00000 | p=0,00000 | p=0,03604 | p=0,0000 %
P— 0,00113 | 0,02672 | -0,00046 | 0,04056 | 0,01139 | 0,00000
p=0,22523 | p=0,00000 | p=0,44144 | p=0,00000 | p=0,00000 *
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Amerikan beyaz k)

Avrups populasyomi

Thrkiys Populasyenu

Japon populesyona

Suudi Arabistun populasyonu

Afrika Kikenli Amerikalilar

Sekil 3.7.1. D1S80 lokusu icin hesaplanan Fst degerlerinine bagh olarak alti

farkli populasyon arasindaki iliskinin dendrogram seklinde gésterimi.
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3.8. Haplotip Analizi

Bu galigmada degerlendirilen 100 bireyden 78'i icin her dort VNTR lokusu igin
sonug elde edilebilmistir (Cizelge 3.8.1).

Cizelge 3.8.1. D6rt VNTR lokusu itibariyle ¢caligilan 100 bireyden elde edilen sonuglar.

ORNEK
NO. D1S80 D4S95 D17830 TP53
1 430/430 1090/1090 378/378 120/120
2 430/574 - 238/308 115/120
3 430/430 - 378/378 110/120
4 526/526 1480/1500 378/378 120/120
5 526/606 1090/1440 308/378 125/130
6 526/526 1030/1060 168/168 115/115
7 430/606 1060/1090 168/238 120/125
8 494/590 - - 115/120
B 430/526 1030/1030 308/308 120/120
10 414/526 1060/1150 308/378 120/120
1 526/638 - - 115/120
12 462/526 1060/1090 238/308 115/120
13 430/526 1480/1500 168/168 115/120
14 494/526 1090/1180 308/378 120/125
15 430/430 = 378/378 115/115
16 430/526 - 308/308 120/125
1% 590/718 - 378/378 115/120
18 430/478 1030/1090 168/168 115/120
19 430/574 1090/1090 378/378 115/120
20 526/686 - 308/308 115/120
21 478/510 1030/1030 238/238 120/120
22 430/606 1030/1060 238/378 120/120
23 430/526 ~ 238/238 120/125
24 526/526 = 378/378 120/120
25 526/526 1060/1060 168/168 115/125
26 430/526 1030/1090 238/238 120/120
27 526/542 950/1030 238/308 120/125
28 526/606 1030/1060 168/168 120/120
29 430/526 - 378/378 110/120
30 494/542 990/1180 168/168 -
31 430/430 1030/1090 168/168 120/120
32 430/574 1090/1330 378/378 120/125
33 526/526 1030/1030 378/448 120/125
34 526/558 1030/1030 308/308 120/120
35 526/526 1090/1440 308/378 120/120
36 526/606 950/1030 - 120/120
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Cizelge 3.8.1. (Devam)

[ BGRNEK

Wio. D1S80 D4S95 D17830 TP53

37 526/526 1030/1090 238/238 120/120
38 526/526 1030/1090 238/238 1201125
39 478/542 1090/1150 3781378 120/125
40 526/526 - 168/378 115/120
M 430/526 990/990 378/448 110/120
42 430/494 1030/1150 238/308 115/120
43 430/606 - 238/238 120/125
44 526/526 990/990 238/588 120/125
45 430/430 1060/1060 378/448 1201125
46 526/638 1060/1060 238/238 120/120
47 430/590 1240/1240 378/378 1251125
48 430/526 1150/1150 3781378 120/125
49 430/526 1030/1060 378/448 120/125
50 526/590 990/1090 378/378 120/125
51 430/526 1060/1090 238/308 115/115
52 430/542 1060/1090 168/238 115/120
53 526/526 1030/1150 378/378 120/120
54 478/734 1060/1060 378/378 115/120
55 430/526 1240/1330 308/378 120/120
56 526/558 1030/1150 238/238 115/120
57 . 510/526 1150/1500 238/238 120/125
58 526/606 1180/1520 378/378 120/120
59 430/462 1480/1480 308/378 120/120
60 430/430 1090/1150 308/308 120/120
61 542/606 1180/1240 378/448 120/120
62 430/430 1030/1150 238/308 110/120
63 526/606 1090/1180 238/378 120/120
64 430/526 1060/1090 168/168 120/120
65 430/526 - 378/378 120/120
66 430/494 1060/1060 378/378 1201125
67 430/526 1010/1010 168/238 120/120
68 526/542 1090/1090 378/518 120/125
69 494/558 1150/1150 378/378 115/120
70 430/526 1090/1150 238/238 115/120
7 478/526 1090/1180 378/378 120/125
72 526/526 1060/1150 378/378 120/125
73 430/526 1060/1060 378/448 120/125
74 430/526 1010/1060 168/378 115/125
F ] 430/654 - 168/168 125/125
76 430/542 1090/1090 238/378 120/125
s 606/606 1090/1180 238/238 1251125
78 526/670 1150/1180 3781378 1201120
79 430/430 1090/1090 308/378 115/115
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¢izelge 3.8.1. (Devam)

ORNEK

o} D1S80 D4S95 D17S30 TP53
80 526/542 1030/1060 728/728 120/125
81 430/430 1090/1480 378/378 115/125
82 430/430 1060/1090 308/378 105/120
83 - 1010/1090 - 115/115
84 590/590 1060/1180 238/238 115/120
85 526/526 1010/1090 238/238 120/125
86 558/590 1010/1090 238/238 125/125
87 494/526 1090/1520 168/378 120/120
88 526/606 1090/1180 378/378 120/120
90 526/606 1060/1060 3781378 120/120
91 526/526 - - 120/135
92 526/526 1060/1180 308/308 120/125
93 430/590 1060/1180 378/378 120/120
94 526/526 1150/1480 518/588 115/120
95 526/654 1060/1090 3781378 125/125
96 446/590 1440/1560 308/448 1201125
97 526/526 1060/1180 448/448 115/125
98 526/526 1060/1090 308/378 120/125
99 526/590 1150/1150 308/308 115/120
100 430/526 1030/1060 378/588

D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 Ilokuslan birlikte degerlendiriimeye
alindiginda 78 kisi itibariyle toplam 125 farkl tip haplotip tespit edilmistir. S6z
konusu haplotiler ve sikliklari Cizelge 3.8.2'de verilmektedir. Ensik gdzlenen
haplotipler 4/156 siklikla 430-1090-378-120 ve 430-1060-378-120'dir.
ikinci yiksek siklikta tespit edilen haplotipler 3/156 oraninda
526-1150-378-120, 430-1090-378-115 ve 526-1090-238-120" dir. 2/156
siklikla tespit edilen haplotipler, Cizelge 3.8.2'de h7, h8, h9, h11, h15, h19,
h26, h27, h37,h42, h57, h59, h79, h83, h87, h88, h94, h96, ve h133 olarak
belirtilen haplotiplerdir. Diger haplotipler 1/156 siklkla tespit edilmistir.
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Cizelge 3.8.2. Dort VNTR lokusu itibariyle tespit edilen haplotipler ve sikliklari

Haplotip Siklik Haplotip Sikhk
h1 4 4301090 378 120 h44 1 430 990378 110
h2 1 5261480 378 120 h45 1 526 990448 120
h3 1 526 1500 378 120 h46 1 4301030238 115
h4 1 526 1090 308 125 ha7 1 494 1150 308 120
h5 1 606 1440 378 130 h48 1 526 990238 120
h6 1 5261030 168 115 h49 1 526 990588 125
h7 2 5261060 168 115 h50 4 4301060 378 120
h8 2 4301060 168 120 h51 1 4301060 448 125
h9 2 6061090 238 125 h52 1 526 1060 238 120
h10 1 4301030 308 120 h53 1 6381060238 120
h11 2 5261030 308 120 h54 1 4301240 378 125
h12 1 4141060 308 120 h55 1 590 1240 378 125
h13 3 5261150 378 120 h56 1 4301150378 120
h14 1 4261060 238 115 h57 2 5261150 378 125
h15 2 5261090 308 120 h58 1 4301030378 120
h16 1 4301480 168 115 h59 2 5261060 448 125
h17 1 5261500 168 120 h60 1 526 990378 120
h18 1 494 1090 308 120 h61 1 590 1090 378 125
h19 2 5261180378125 h62 1 4301060 238 115
h20 1 4301030 168 115 h63 1 526 1090 308 115
h21 1 478 1090 168 120 h64 i 430 1060 168 115
h22 3 4301090 378 115 h65 1 5421090 238 120
h23 1 574 1090 378 120 h66 1 478 1060 378 115
h24 1 478 1030 238 120 h67 1 734 1060 378 120
h25 1 5101030 238 120 h68 1 4301240 308 120
h26 2 4301030238 120 h69 il 526 1330 378 120
h27 2 606 1060 378 120 h70 1 5261030238 115
h28 1 5261060 168 125 h71 1 5581150 238 120
h29 3 5261090238 120 h72 1 510 1150 238 120
h30 1 526 950238 120 h73 1 526 1500 238 125
h31 1 5421030 308 125 h74 1 5261180 378 120
h32 1 5261030168 120 h75 1 6061520 378 120
h33 1 6061060 168 120 h76 1 4301480308 120
h34 1 4301030168 120 h77 1 4621480 378 120
h35 1 4301090 168 120 h78 1 4301090 308 120
h36 1 5741330378125 h79 2 4301150308 120
h37 2 5261030378120 h80 1 5421180378 120
h38 1 5261030448 125 h81 1 606 1240 448 120
h39 1 5581030 308 120 h82 1 4301030238110
h40 1 526 1440 378 120 h83 2 6061180378 120
h41 1 5261030 238 120 h84 1 5261090 168 120
h42 2 4781090 378 120 h85 1 4941060 378 125
h43 1 542 1150 378 125 h86 d 430 1010 168 120
h87 2 5261010238 120
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Cizelge 3.8.2. (Devam)

Haplotip Siklik
h88 2 526 1090 378 120
h89 1 542 1090 518 125
h90 1 494 1150 378 115
h91 1 558 1150 378 120
h92 1 430 1090 238 115
h93 1 526 1150 238 120
h94 2 526 1060 378 120
h95 1 430 1010 168 115
h96 2 526 1060 378 125
h97 1 430 1090 238 120
h98 1 542 1090 378 125
h99 1 606 1180 238 125
h100 1 670 1180 378 120
h101 1 430 1090 308 115
hil#2s. 1 526 1030 728 120
hid63" 1 542 1060 728 125
h104 1 430 1480 378 125
h105 1 430 1060 308 105
h106 1 590 1060 238 115
h107 1 590 1180 238 120
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4. TARTISMA

Bir populasyonda kisiler arasinda yiitksek derecede polimorfizm gosteren
VNTR lokuslan o¢zellikle populasyon genetigi, adli tip ve kemik iligi nakli
sonras! kimerizm tayini gibi konularda sik¢a kullaniimaktadirlar. Bu nedenle,
bu tez calismasinda farkli populasyonlarda polimorfizmleri g¢alisiimis olan
D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 lokuslarinin polimorfizmlerinin  Tirk

populasyonunda arastiriimasi hedeflenmistir.

4.1. D1S80 Lokusu

1p36-1p35’te lokalize olan ve 16 bg¢'lik tekrar dizileri iceren D1S80 lokusu
polimorfizmi bugiine kadar farkl populasyonlarda g¢aligilmistir (Kasai ve ark.,
1990; Budowle ve ark., 1995; Sebetan ve ark., 1998; Biondolillo ve ark.,
1999; Mastana, 1999; Acuna ve ark., 2000; Klitz ve ark., 2000; Tahir ve ark.,
2000; Cakir ve ark., 2001). Bu lokus yiiksek derecede polimorfizm
gostermesi nedeniyle, 6zellikle populasyon genetigi, adli tip ve kemikiligi nakli
sonrasi kimerizm tayini konularinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Casado
ve ark., 1996; Martinelli ve ark., 1997; Sreenan ve ark., 1997; Briz ve ark.,
1998; Cimino ve ark., 1999).

Bu calismada D1S80 lokusunun alel ve genotip sikliklari hesaplanmistir.
Turk populasyonu icin tespit edilen alel sikliklari daha o6nce calsiimig
populasyonlarla karsilastinldigi zaman (Cizelge 4.1.1), en yuksek siklikla
gozlenen alel 526 (24)'nin diger populasyonlarda da en sik karsilagilan alel
oldugu goérulmektedir. Bu lokusa ait en sik gézlenen ikinci alel 430 (18) olup
diger populasyonlarda da bu alel genellikle ikinci en sik gézlenen alel olarak
tespit edilmistir (Kasai ve ark., 1990; Budowle ve ark., 1995; Sebetan ve ark.,
1998; Biondolillo ve ark., 1999; Mastana, 1999; Acuna ve ark., 2000; Klitz ve
ark., 2000; Tahir ve ark., 2000). Ornegin, Cizelge 4.1.1'de de géruldugu gibi
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Afrika kokenli Amerikall (US Africans)’larda en sik gézlénen ikinci alel 430
(18) olmayip, 478 (21)'dir. Yine Japonlarda bu ¢aligmadan farkh olarak en sik
go6zlenen ikinci alel, 430 (18) ile birlikte 622 (30) alelleridir (Klitz ve ark.,
2000). Turkiye’de bu konuda yapilan tek galismada yine en sik gdézlenen
aleller bizim ¢alismamizla uyumlu bulunmustur (Cakir ve ark., 2001).

Daha onceki arastirmalarda tespit edilen 622 (30), 702 (35) ve 782 alellerine
bu ¢alismada rastlanmamistir. 17 alel ve 30 farkh genotip tespit edilen Cakir
ve ark. (2001)'nin yaptiklan ¢alismada 382 (15) alelinin Turk populasyonunda
%0,9 siklikla tespit edilmesine ragmen, bu alele de ¢alisma grubumuzda
rastlanmamisgtir. Buna karsin, bu calismada Cakir ve ark.(2001)'nin
calismasinda gozlenmeyen 414 (17), 462 (20), 670 (33) ve 686 (34) alelleri
sirasiyla %0,51, %1,01, %0,51 ve %0,51 sikliklarda tespit edilmistir. S6z
konusu alellerin bizim g¢aligma grubumuzda birer kiside tespit edildigi
gorilmektedir ve bu aleller Cakir ve ark.’nin grubuna rastgelmemis olabilir.
Sonug olarak Cakir ve ark. en yiiksek siklikla tespit ettikleri allere bakildidi

zaman sonuglar bizim ¢alismamizla uyumlu gériilmektedir.

60



19

b o'yl 0 8'0 8'0 €'l 0 0¢
g L's GG'6 g's €'s 4 L0'L 62
8 6 GS'y €'Gl €'9 ¥'s S0's 82
} y'e 16°0 €'l e'l 7'0 28l L2
4 9'0 28l 8'0 g'l 2 z0'c 92
S L'y 8L'e £'c 14 S'y ¥0'v T4
o€ 612 Sg €'6) 8've 14 68'6€ 14
4 0 160 €'C 8'0 6'0 L0'L €C
¥ A 8L'e 8'g (3 9'L ¥G'e [44
Z L'k 9¢'l g'LlL 8'l 8'l €0'e |14
4 0 9¥'0 g'c 14 0 10} 0z
0 L' 0 €'0 3 7'0 160 6l
24 o'yl 60'v1L 8'6 8'ce L'0g 12'92 8L
0 9'0 9€') 8'y 0 0 160 Ll
0 G'y 0 0 0 0 0 9l
0 0 160 0 0 6'0 0 Sl
9lZ=N 68=N 022=N 002 =N 002 =N Cll=N
) nuofsejndog nuofseindod nuoAseindod Jejijeyuawy | zeheg (e an 1xesd) 66=N (isthes
edniay efuodep uejsiqely 1pnng 1JuSYQY LY 1eyuawy nuoAsejndod »in 1 MuglaEmded Wl i@l PV

(%) 1epfipyis [ae Siwyipa ydsa) uid) nsnyo| 08S LA epsejuohseindod 1yied L Ly abjpz1d




9

0 90 0 €0 €'0 0 0 )4
0 i 0 0 0 0 0 6€
0 0 0 0 0 0 0 8¢
0 0 0 0 8'0 70 160 Lg
0 0 0 €'0 G'0 7'0 160 9¢
0 0 0 0 £'0 0 0 S€
0 1l or'0 el €'0 0 16'0 Ve
0 2 000 S'0 €'0 0 160 €€
0 0 0 S'0 Bl 6'0 10‘'L (4%
9 ¥zl €/T T 8'y 8 0. L0'L L€

9l2=N 68=N 0Z2=N 00Z =N 00Z =N Zli=N i

nuofse|ndod nuoAseindod nuoAse|ndod Jejieyuswy | zekeg (e an 1ixed) Ge=N (1s1hes Jenyjay) oy
nuoAse|ndod yn L
edniny eAuodep uejsigely Ipnng 1lUDX0Y )Y 1e)uswy nuoAsejndod n)

(weneq) *}'1'y oBeZIH




Bu calismada en yiksek siklikla tespit edilen genotipler, diger caismalarda
da oldugu gibi 526/526 (24/24), 430/526 (18/24) ve 430/430 (18/18)
genotipleridir (Sebetan ve ark., 1998; Biondolillo ve ark., 2000).

D1S80 lokusunun heterozigositesi %76,05 olarak hesaplanmistir. Bu deger
s6z konusu lokusun diger populasyonlarda oldugu gibi, Tiirk populasyonu
icin de oldukga polimorfik oldugunu géstermektedir (Kasai ve ark., 1990;
Budowle ve ark., 1995; Sebetan ve ark., 1998; Biondolillo ve ark., 1999;
Mastana, 1999; Acuna ve ark., 2000; Klitz ve ark., 2000; Tahir ve ark., 2000).

D1S80 lokusunun gozlenen ve beklenen genotip sikliklar arasinda anlamh
fark olup olmadigi degerlendirildiginde, bu lokusun Tirk populasyonunda
Hardy-Weinberg dengesinde bulundugu anlasiimistir (p>0,05).

D1S80 lokusu igin hesaplanan yiksek PD degeri (%91,07), diger
caligsmalarda tespit edilen (%86,5-%95,6) degerlerle uyumlu gériilmektedir
(Mastana, 1999; Biondoillo ve ark., 2000; Tahir ve ark., 2000; Cakir ve ark.,
2001) ve bu lokusun Tirk populasyonu icin adli tip ve kemikiligi nakli sonrasi
kimerizm tayininde kullanilabilecek uygun bir marker oldugu ortaya

citkmaktadir.

Bugiine kadar D1S80 lokusunun bes farkll populasyonlardaki polimorfizmi ile
ilgili ulagilabilen veriler (Klitz. ve ark. 2000; Tahir ve ark.,, 2000;
http://www.gdb.org) bu calismada elde edilen verilerle birlikte Arlequin
Version 2.000 programinda Fst degerleri hesaplatilarak degerlendirilmistir
(Cizelge 3.1.3). Bu degerlendirmeler sonucu Turk populasyonu ile Avrupa
populasyonu arasindaki en dusik Fst dederi dikkati cekmektedir. Bu agidan
ele alindiginda ikinci sirada Amerikan beyaz ki (US Caucasians)
gorulmektedir ve her iki populasyonla ayri ayrn degerlendirmede Turk
populasyonu ile Avrupa ve Amerikan beyaz irki arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmadigi gorilmektedir (p>0,05). Bu durum Turk
populasyonunun genetik yapisi itibariyle oncelikle Avrupa ve ikinci olarak

63



Amerikan beyaz irki populasyonlariyla benzerlige sahip oldugunu ifade
etmektedir. Diger taraftan en yuksek Fst degeri Turk populasyonu ile Afrika
kékenli Amerikalilar arasinda gézlenmektedir. Afrika kokenli Amerikalilara
ilaveten Suudi Arabistan ve Japonya populasyonlarn ile Turk populasyonu
arasinda Fst degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmustur (p<0,001). Bu durumda Tirk populasyonu ile s6z konusu i¢
populasyon arasinda genetik acidan yakinhk gérilmemektedir. Ancak, bu tip
mukayeseli populasyon genetigi calismalarinda, populasyonlar arasi genetik
benzerlikleri ifade edebilmek icin daha fazla sayida bireyin caligiimasi

gerekmektedir.

4.2. DAS95 Lokusu

Bu calismada Huntington hastaigindan sorumlu IT15  geninin
belirlenmesinde kullanilan D4S95 lokusunun Tirk populasyonundaki
polimorfizmi galisiimis ve sonugta 15 alel ve 32 genotip tespit edilmistir. En
sik goézlenen aleller sirasiyla 1090,1060, 1030, 1150 ve 1180 alelleridir. En
dustk sikhkta tespit edilen alel ise 1560 alelidir. Allitto ve ark. (1991)'nin
Beyaz irk lizerinde yaptiklar galismada en siklikla gézlenen aleller sirasiyla
1090, 1150 ve 1030 olarak tespit edilmistir. En sik ve en nadir gézlenen
aleller bakimidan kiyaslandiginda bu calisma Allitto ve ark.’nin ¢alismasiyla
uyumlu gortlmektedir. Ancak bu tez calismasinda tespit edilen 950, 1010 ve
1060 alelleri Allitto ve ark.’nin galismasinda bildiriimemektedir. Bu alellerin
Turk populasyonuna 6zgii olup olmadiginin anlasilabilmesi igin farkh
populasyonlara ait daha fazla sayida veriye ihtiyag duyuldugu agiktir. Honda
ve ark. (1995) Japon populasyonunda yaptiklar ¢alismada en sik gézlenen
alelin 1030 oldugunu ve bu lokus igin 14 farkh alel tespit ettiklerini
bildirmektedirler. Bizim ¢alismamizda ise 15 farkl alel saptanmistir. Ayrica
bu tez galismasinda en yuksek siklikla gézlenen genotipler 1060/1060 ve
1060/1090 genotipleridir.
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D4S95 lokusu igin hesaplanan heterozigosite degeri %85,42 olup bu deger
Allitto ve ark. (1991)’'nin yaptigi ¢alisma ile uyumlu gortlmektedir (%84,4).
Sonug olarak D4S95 lokusunun Beyaz irkta oldugu gibi Tark
populasyonunda da yilksek derecede polimorfizm gosterdigi bulunmustur.
Turk populasyonu igin bu lokusa ait baska veri bulunmadigindan bu

calismada elde edilen sonuglar ilk bulgular olmasi agisindan énemlidir.

D4S95 lokusu icin hesaplanan PD dederi % 94,93 olup bu caligmada
polimorfizmi arastirilan dort lokus igerisinde en yiksek PD degerine sahip
lokus olarak tespit edilmistir. Bu deder Honda ve ark. (1995) tarafindan
Japon populasyonu igin bildirilen % 87,6 dederinden daha yiiksektir. Sonug
olarak bu lokusun adli tipta ve kemikiligi nakli sonrasi kimerizm tayininde

kullanilabilir bir marker olabilecegine karar verilmistir.

D4S95 lokusu igin godzlenen ve beklenen genotip sikliklar arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark bulunmustur (p < 0,001). Bu durum Tirk
populasyonunda D4S95 lokusunun Hardy-Weinberg dengesinden saptiini
gostermektedir. Hardy-Weinberg dengesini  bozan fakiorleri  dikkate
aldigimizda Turkiye’de son yillarda st seviyeye ulasmis go¢ faktorii 6nem
kazanabilir. Ancak yine de incelemeye alinan birey sayisinin bu lokusu
degerlendirmede Turk populasyonunu yeterince temsil edip etmedigi de

tartisma konusu kabul edilebilir.

4.3. D17S30 Lokusu

Bu calismada Turk populasyonunda polimorfizmi arastinlan D17S30 lokusu
icin sekiz farkl alel ve 17 farkli genotip tespit edilmistir. En sik gézlenen alel
%40 siklikla tespit edilen 378 aleli olarak bulunmustur. Batanian ve ark.
Avustralyall beyaz irk (Australian Caucasians) ve Alonso ve ark (1998)'nin
Kuzey Ispanya’da yaptiklari galismalarninda en yiksek siklikla 378 alelinin
bildirmektedirler (http://www.gdb.org). Ancak bu alel Avustralya yerlilerinde
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(Australian Aboroginés) (Kijas ve ark. 1994) nadir olarak gozlenen alellerden
birisi olarak bildiriimektedir. Bu tez ¢alismasinda D17S30 lokusuna ait en
nadir olarak tespit edilmis olan aleller %1,59 sikliklarda gézlenen 518, 588 ve
728 alelleridir. Bu alellerden 588, Batanian ve ark.’nin ¢alismasinda da en
nadir gorulen alel olarak bildirilmektedir (http://www.gdb.org). Ayrica bu tez
calismasinda en yiiksek siklikla gézlenen genotipler 378/378, 238/238 olarak
bulunmustur. Batanian ve ark. c¢aligsmalarinda genotip sikliklarini
bildirmedikleri i¢in bu agidan kiyaslama yapilamamistir. D17S30 lokusu igin
Turk populasyonuna ait herhangi bir veri bulunmamaktadir. Elde edilen

veriler ilk olmasi nedeniyle nem tagimaktadir.

D17S30 lokusunun heterozigositesi %74,37 olarak hesaplanmistir. Bu deger
Batanian ve ark.min hesapladiklari %86,25 degerinden dusiik gibi
goziikmektedir. Bu fark Batanian ve ark.’nin gcalismasinda gézlenen fazla alel
sayisi (13) ile agiklanabilir. Bir gok yayinda kemik iligi nakli sonrasi kimerizm
tayini amaciyla kullanildigi bildiirlen ( Leeuwen ve ark., 1991; Casado ve ark.,
1996Martinelli ve ark., 1997; Sreenan ve ark., 1997; Boiron ve ark., 1998;
Briz ve ark., 1998; Cimino ve ark., 1999) bu lokusun Tiirk populasyonunda
yiksek heterozigosite  gostermesi nedeniyle kimerizm amaciyla

kullaniimasinin uygun oldugu anlasiimistir.

D17S30 lokusu icin bulunan genotiplerin gézlenen ve beklenen sikhlari
mukayese edildiginde bu degerler arasinda istaistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p < 0,001). Konumu itibariyle Turkiye'nin son yillarda yiiksek
derecede goge maruz kaldigi bilinmektedir. Bu nedenle populasyonun gen
havuzu (gene pool)ndaki alel sikliklarinda degisimin ortaya ¢ikmis olabilecegi
dustinulebilirse de Hardy-Weinberg dengesini bozan bazi faktérlerin de bu
sapmaya neden olabilecegdi ve galisilan grubun Tirk populasyonunu tam

olarak yansitip yansitmadidi da sorgulanabilir.
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4.4. TP53 Lokusu

Bes bg'lik tekrar birimlerinden olusan TP53 lokusu igin Tirk populasyonunda
7 alel ve 10 farkh genotip saptanmistir. En ylksek siklikla gézlenen alel 120
b¢’lik aleldir ve Futreal ve ark. (1991) tarafindan orijini bildirilmemis 25 kisilik
bir grup Uzerinde yapilan c¢alisma ile uyumlu gézikmektedir. Bu tez
calismasinda en nadir olarak gozlenen aleller ise 105, 130 ve 135 alelleridir.
Bizim c¢alismamizda gozlenen 110 bg'lik alel Futreal ve ark. (1991)nin
caligmasinda tespit edilmemistir. Bu ¢alismada %2,04 siklikla tespit edilen
110 bg'lik alelin Tirk populasyonuna 6zgu olup olamadiginin séylenebilmesi
icin farkli populasyonlara ait daha fazla sayida veriye ihtiyag duyulmaktadir.
Ayrica, Futreal ve ark. (1991)’nin ¢alismasinda tespit edilen 140 b¢'lik alele
bu calismada rastlanmamistir. Literatirde Futreal ve ark. disinda TP53
lokusunun polimorfizmine ait baska bir yayina rastlanmamistir. Tork

populasyonu icin elde edilen veriler ilk olmasi nedeniyle 6nemlidir.

TP53 lokusu igin heterozigosite % 59,37 olarak hesaplanmistir. Futreal ve
ark. (1991) bu lokus igin heterozigositeyi %69,4 olarak ifade etmektedirler.
Ancak bu farkin galigilan birey sayisindan kaynaklanabilecegi séylenebilir. Bu
degerler bir VNTR lokusu icin beklenenden daha diisiik degerdedirler. Bu
durum TP53 lokusunun Tirk populasyonunda yeterince polimorfizm

gostermedigini ifade etmektedir.

Bu lokus igin hesaplanan PD degeri %78,2 dir. Heterozigositesinin dusik
olmasina ragmen ayinm gucuniin nispeten yuksek bir deger olmasi bu
lokusun kemik iligi nakli sonrasi 6zellikle diger lokuslarla kombine olarak

kimerizm tayininde kullanilabilecegini géstermektedir.
TP53 lokusunun gézlenen ve beklenen genotip oranlari karsilstirildiginda bu

lokusun Tirk populasyonunda Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
anlasiimistir (p > 0,05).
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4.5. Haplotip Analizi

Yiiksek heterozigositeye sahip olmalan nedeniyle farkli VNTR lokuslarinin
birlikte kombinasyonu bireysel ayrimlarin yapilmasi amaciyla haplotip
analizlerinde kullanilmaktadir. Bu calismada, calisilan 100 kisiden 78'inde
her doért VNTR lokusu igin sonug elde edilebilmistir. D1S80, D4S95, D17S30
ve TP53 lokuslari birlikte degerlendirmeye alinmis ve olusturduklar
haplotipler ve sonuglan Cizelge 3.7.2'de verilmistir. Cizelgeden de gériilecedi
gibi 78 kigide toplam 125 farkli haplotip tespit edilmistir. En sik gézlenen iki
haplotip 4/156 siklikla 430-1090-378-120 ve 430-1060-378-120 olmakla
beraber bu haplotiplerden 101 tanesi 1/156 siklikla ortaya gikmistir. Bu
sonuglar s6z konusu doért VNTR lokusu igin hesaplanan bilesik ayinm giicii
sonuglanni destekler niteliktedir (Cizelge 3.6.2). Literatiirde bu dort lokusun
birden olusturdugu haplotiplere ait bir bilgi bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinin sdz konusu dort VNTR lokusu igin haplotip veri tabanlarinin
olusturulmasinda énctiliik edecegdi dustintlmektedir.
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5. SONUCLAR

Bu galismada D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 VNTR lokuslarinin
Turkiyede’ki polimorfizmleri rastgele segilen ve akraba olmayan 83-99 saglikh

bireyde arastinimistir.

D1S80 lokusu igin en yuksek siklikla tespit edilen aleller sirasiyla % 39,89
siklikla 526 (24) ve %26,77 siklikla 430 (18) alelleridir. Bu ¢alismada D1S80
lokusu igin 19 farkh alel ve 37 farkli genotip belirlenmistir. Gerek
heterozigositesinin yiiksek olmasi (%76,05) gerekse yiiksek derecede ayinm
giici (PD)ne (%91,07) sahip olmasi nedeniyle D1S80 lokusu Tirk
populasyonunda adli tip ve kemik iligi nakli sonrasi kimerizm tayini igin

kullanilabilecek uygun bir lokus olarak degerlendirilmistir.

D1S80 lokusu itibariyle Tirk populasyonuna en yakin populasyonun Avrupa
populasyonu oldugu ve bu iki populasyon arasinda genetik benzerligin
yiksek derecede oldugu tespit edilmistir. Nitekim Amerikan Beyaz Irki ile

aramizdaki benzerlik de anlaml bulunmustur.

D4S95 lokusu icin 15 farkli alel itibariyle 32 farkl genotip tespit edilmistir. En
sik g6zlenen alleler uzunluk sirasiyla 1030 (% 15,06), 1060 (% 21,69), 1090
(% 24,10), 1150 (% 10,84) ve 1180 (% 7,83)'dir. D4S95 lokusu igin
hesaplanan heterozigosite ve PD degerleri sirasiyla %85,42 ve %94,93 olup
bu degerler calsilan lokuslar icinde en yilksek degerlerdir. Bu tez
caligmasinda D4S95 lokusuna ait veriler Turk populasyonu igin ilk

oldugundan énemlidir.
Bu galigmada Turk populasyonunda D17S30 lokusu igin sekiz farkh alel ve

17 farkh genotip tespit edilmistir. En sik gézlenen alelin %40,96 ile 378 aleli
oldugu belirlenmistir. D17S30 lokusu i¢in heterozigosite % 74,37 ve PD
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degeri %85,95 olarak hesaplanmistir. D17S30 lokusu igin bu tez
calismasinda elde edilen veriler Turk populasyonuna ait ilk veriler olmasi

acisindan énemlidir.

TP53 lokusunun Tiurkiye'deki polimorfizminin arastinimasi sonucu bu lokus
icin yedi farkh alel ve 10 farkh genotip tespit edilmigtir. En yiiksek siklikla
gozlenen alelin 120 (%57,65) oldugu bulunmustur. TP53 lokusu igin
hesaplanan heterozigosite ve PD degerleri sirasiyla %59,37 ve % 78,20
olarak bulunmustur. Hetrozigositesinin bir VNTR lokusu olmasina Karsilik
diisiik olmasi bu lokusun Turk populasyonunda yeterince yilksek derecede
polimorfizm géstermedigi anlamina gelmektedir. Bu tez calismasi Tirk
populasyonunda TP53 lokusuna ait ilk veriler olmasi bakimindan &nem

tasimaktadir.

Dort lokus dikkate alinarak yapilan haplotip analizi sonucu 78 kiside 125
farkli haplotip tespit edilmistir. Dustik siklikta tespit edilen haplotiplerin Tiirk
populasyonuna 6zgu olup ‘olmadiginin anlasilabilmesi ve bu haplotipler
itibbariyle populasyonlar arasi karsilastirmalar yapabilmek icin daha fazla
saylda veriye gereksinim bulunmaktadir. Bu dort lokus itibariyle haplotip veri
tabanlarinin olusturulmasina onctlik etmesi agisindan bu c¢alisma énem

kazanmaktadir.

Bu calismada Turkiye'deki polimorfizmi ¢aligilan D1S80, D4S95 ve D17S30
lokuslarinin yuksek heterozigositeleri ve PD degerleri nedeniyle oldukga
polimorfik olduklan ve kemik iligi nakli sonrasi kimerizm tayini amaciyla

kullanilmalarinin uygun oldugu distnalmustar.

Tarkiye populasyonu icin en yiksek PD degerine sahip (% 94.93) D4S95
lokusu ile D1S80 lokusunun (% 91.07) birlikte kombine degerleri % 99.55
olarak hesaplanmistir. Ayrica bu g¢alismada segilen doért polimorfik VNTR
lokusunun birlikte %99,996 ayinm giciine sahip olduklan bulunmustur.

~ Sonug olarak D4S95 ve D1S80'nin birlikte kullanimi ve ilave olarak diger

70



lokuslarin kullanimi kemik iligi nakli sonrasi kimerizm tayini i¢in uygun

markerlar olarak belirlenmistir
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OZET

Tiirk Populasyonunda D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 VNTR
Lokuslarinin Polimorfizmleri

insan genomunda 6-100 bazgifti (b¢) uzunlugunda, ardisik olarak tekrarlayan
ve genellikle herhangi bir fonksiyonu bulunmayan diziler mevcuttur. Bu diziler
minisatelit veya VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) olarak
adlandinhirlar. VNTR (variable number of tandem repeat) lokuslarinin gogu
yiksek heterozigotluk orani igerdiklerinden 6zellikle populasyon genetigi, adli
tip ve kimerizm tayini konularinda uygun markerlar olarak kullaniimaktadir.

Bu c¢aligmada, D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53 VNTR lokuslarnin
Tiirkiye'deki polimorfizmleri 100 saglkh bireyde arastinimistir. Heterozigosite
oranlari; D1S80 %76.05, D4S95 %85.42 , D17S80 %74.37 ve TP53
%59.37 olarak belirlenmistir.

Tirkiye populasyonu igin en yiksek PD degerine sahip (% 94.93) D4S95
lokusu ilk sirada olmak tizere, D1S80 % 91.07 PD degeri ile birlikte kombine
degerleri % 99.55 olarak hesaplanmistir. D17S30 lokusuna ait. PD degeri %
85.95'dir ve en dusik PD dederi % 78.20 ile TP53 lokusu igin tesbit
edilmistir. Sonug olarak, D4S95 ve D1S80'nin birlikte kullanimi ve ilave
olarak diger lokuslarin kullanimi uygun markerlar olarak belirlenmistir.

llave olarak, D1S80 lokusunun farkli populasyonlardaki polimorfizmleri ve
Tarkiye populasyonu Arlequin Version 2.000 programinda
degerlendirildiginde,  Turkiye populasyonunun  &ncelikle Avrupa
populasyonuna ve ikinci sirada Amerikan beyaz irkina yakinlk gésterdigi
saptanmisgtir.

Anahtar Sozciikler: D1S80, D4S95, D17S30, TP53, polimorfizm, Tirkiye
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SUMMARY

D1S80, D4S95, D17S30 and TP53 VNTR Loci Polymorphisms in Turkish
Population

The human genome contains 6-100 bp long tandemly repeated sequences
called minisatellites or VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats). VNTR
loci generally have no function and contain suitable markers for their uses in
population genetics, forensics and chimerism detection because of their high
heterozygosity ratio.

In this study, four polymorphic VNTR loci namely, D1S80, D4S95, D17S30
and TP53 were examined in 100 healthy individuals from Turkish population
and heterozygosity ratios of each were calculated as 76.05 %, 85.42
%,74.37 % and 59.37 % respectively.

D4S95 revealed the highest PD value (94.93%) amongst the four loci
studied. The combined PD value of D1S80 and D4S95 reached to 99.55%.
The other PD values were, 85.95% for D17S30 and 78.20% for TP53 as the
lowest. As a result, combined utilization of D4S95 and D1S80 with the edition
of other two loci could be preferred for polymorphic studies.

In addition, various polymorphism studies performed from different
populations in D1S80 locus allowed the comparison of the results of Turkish

population and resides close to the European population to a lesser extent to
American Caucasians.

Key Words: D1S80, D4S95, D17S30, TP53, polymorphism, Turkey
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EK
ONAM FORMU

Bu form, katiimaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek
amaciyla diizenlenmistir.
Arastirmanin Adi: Turk populasyonunda D1S80, D4S95, D17S30 ve TP53

VNTR Lokuslarinin Polimorfizmleri.

Bu calismada, yukarida adlan gegen, herhangi bir hastalkla iligkisi
bulunmayan ve bireyler arasinda farklilik gosteren DNA tzerindeki 4 bolgenin
toplumdaki farkhliklari incelenecektir. Elde edilecek toplumsal veriler
genetikle ilgili farkh alanlarda kullanilabilecektir ve bu verilerin kullaniminda
kisisel gizlilik esas alinacaktir.

Bu amagla arastirmaya katilacak bireylerden 10 ml kan alinacak ve bu
kandan izole edilecek DNA ile calisilacaktir. Arastirma 100 kisi ile
sinirlandinimigtir.

Gonulli kisinin, daha fazla agiklama istediginde arastirmacidan agiklama
yapmasinli isteme hakki vardir. Bu arastirmaya katilmak kisiye hicbir mali yiik
getirmeyecektir. Kisi istediginde arastirmadan ayrilabilir. Artan DNA’lar kisinin

izni olmadan diger bilimsel ¢calismalarda kullaniimayacaktir.

B . TR S , bu arastirma ile ilgili
bilgilendirildim. Arastirma ile ilgili sorulanmi Biyolog Giivem Giimilg’e sorarak

actk ve doyurucu yanitlar aldim. Bu sartlarda ¢alismaya kendi istegimle

katiliyorum.
Tarih:../.../2001 imza:
Adres:
Dogum Yeri:
Bio.Giivem GUMUS Imza:
Taniklik eden kurum yetkilisi Imza:
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