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OZET VE ANAHTAR KELIMELER
Son yillarda, adli genetikde olay yerinden gelen az miktarda ve degrade olmus DNA
orneklerinden tam profil elde edilememesinden dolayr amplikon boyutlar1 daha kisa olan
genetik markirlarin arayisina girilmistir. InDel’ler heterozigotluk oranlarinin ve ayrim giiciiniin
yliksek olmasi, mutasyon oranlarinin diigiik ve amplikon boyutlarinin kii¢iik olmastyla beraber
az maliyetle analiz edilebilmesi gibi avantajlarindan dolay1 adli bilimlerde tek bagina veya diger
markirlara tamamlayict olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu arastirmada, otozomal
kromozomlar iizerinde olan 34 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307789,
1rs2307521, rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866,
rs16671, rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006,
rs6480, 1528369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937,
1s16363, 152067147, rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokusu, Y
kromozomu iizerinde bulunan (rs2032678) 1 InDel lokusu ve amelogenin (AMG-XY)
lokusunun Azerbaycan popiilasyonunda polimorfizminin belirlenmesi ve 36-InDelplex
panelinin Tiirkiye’de ve Azerbaycan’da adli laboratuvarlarda olgu ¢6ziimiinde kullanimini

saglamak amaglanmustir.

Bunun i¢in, ilk asamada Azerbaycan’nin her bolgesinden homojen sekilde 182 goniilliiden (92
kadin, 90 erkek) agiz i¢i stiriintii 6rnekleri toplandiktan sonra, DNA izolasyonu ve miktar
tayinleri yapilmustir. Ikinci asamada, optimizasyonu ve validasyonu yapilan panelin
protokoliine uygun sekilde 0.5-2ng/ul DNA ile PCR yapildi. Ugiincii asamada, Applied
Biosystems™ 3500 genetik analizér cihazinda PCR iirlinlerinin elektroforezi gergeklestirildi.
Elde edilen veriler GeneMapper v.5.0 programinda analiz edilerek 182 kisinin genotipleri
belirlendi. En son asamada, alel frekanslar1, popiilasyonlar arasi1 genetik uzaklik (Fst) ve Hardy-

Weinberg dengesi Arlequin v.3.5.1.2 programi kullanilarak hesaplandi. PowerStats (Promega)



Microsoft® Excel dosyasi kullanilarak her bir lokus i¢in adli istatistik parametreler belirlendi

ve elde edilen Fsr degerleri ile Mega X v.10.0.5 programinda filogenetik agac ¢izimi yapildi.

Tiim lokuslarin ortalama heterozigotlugu 0.4807, 36 lokus birlikte ¢alisildiginda ayrim giicii
%99.999999999999375124 olarak bulunmustur. Calismanin bulgularina gore, sézkonusu panel
tek basina ¢alisildiginda adli kimliklendirme ve nesep tayininde kullanilmasi i¢in gerekli olan
ayrim ve diglama giicline ulasilabildigi saptanmistir. Calisilan 34 InDel lokusunun Azerbaycan
ve diinyanin ¢esitli popiilasyonlarina (Afrika, Amerika, Giiney Asya, Avrupa, Dogu Asya) ait
verileri karsilagtirildiginda Azerbaycan popiilasyonun Avrupa popiilasyonu ile genetik olarak

daha yakin oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: adli genetik, adli bilimler, insersiyon-delesyon polimorfizmi (InDel),

poplilasyon genetigi, adli kimliklendirme



INGILIZCE OZET ( ABSTRACT)
In recent years, genetic markers with shorter amplicon sizes have been sought in forensic
genetics due to the inability to obtain a full profile from the small number of degraded DNA
samples from the crime scene. InDels have started to be used alone or as a complement to other
markers in forensic sciences due to their advantages such as high heterozygosity and
discrimination power, low mutation rates, small amplicon sizes, and low-cost analysis. In this
study, it was aimed to determine the polymorphism of 34 InDel loci (rs34660708, rs34495360,
1s2308135, 152307789, rs2307521, rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646,
15144389514, rs56168866, rs16671, rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207,
rs1160981, rs4646006, rs6480, rs28369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458,
rs10623496, rs1610937, rs16363, rs2067147, rs1160965, rs2307656, 1rs2308101, rs2308072,
rs2067191) on autosomal chromosomes, 1 InDel locus on Y chromosome (rs2032678) and
amelogenin (AMG-XY) locus in Azerbaijan population and to use the 36-InDelplex panel in

case resolution in forensic laboratories in Turkey and Azerbaijan.

For this, in the first stage, after collecting homogeneously oral swab samples from 182
volunteers (92 female, 90 male) from every region of Azerbaijan, DNA isolation and
quantification were performed. In the second step, PCR was performed with 0.5-1.5ng/ul DNA
by the protocol of the optimized and validated panel. In the third step, electrophoresis of PCR
products was performed on the Applied Biosystems™ 3500 genetic analyzer device. The
genotypes of 182 individuals were determined by analyzing the obtained data in GeneMapper
v.5.0 program. In the final step, allele frequencies, inter-population genetic distance (FST) and
Hardy-Weinberg equilibrium were calculated using the Arlequin v.3.5.1.2 program. Forensic
statistical parameters were determined for each locus using PowerStats (Promega) Microsoft®
Excel file and the phylogenetic tree was drawn in Mega X v.10.0.5 program with the obtained

FST values.



The mean heterozygosity of all loci was 0.4807, and the discrimination power was
99.999999999999375124% when 36 loci were studied together. According to the findings of
the study, it was determined that the power of discrimination and power of exclusion required
for its use in forensic identification and paternity-kinship test could be achieved when the said
panel was studied alone. When the data of 34 InDel loci studied in Azerbaijan and various
populations of the world (Turkey, Africa, America, South Asia, Europe, East Asia) are
compared, it can be said that the Azerbaijani population is genetically closer to the European

populations.

Keywords: forensic genetics, forensic sciences, insertion-deletion polymorphism (InDel),

population genetics, forensic identification



1. Giris ve Amag
Adli vakalarin ¢6ziimlenmesinde PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu-Polymerase Chain
Reaction) temelli teknikler kullanarak yapilan kimliklendirme, modern adli genetigin rutin bir
parcasi haline gelmistir. Bir sigara izmaritindeki tiikiiriik, direksiyon simidindeki deri hiicreleri
veya giysilerdeki evcil hayvan tiiylerinden siipheli ile olay yeri iliskilendirilebilmektedir (1).
Adli genetikte DNA (Deoksiriboniikleik Asit) analizleri, 1984 yilinda Alec Jeffreys tarafindan
"DNA parmak izi" olarak bilinen minisatellitlerin kesfi ile baslad1 (2). Polimorfik sistemlerden
STR’ler (Kisa ardisik tekrarlar-Short Tandem Repeats), yiiksek ayrim giicline sahip olmalari,
genom boyunca sik goriilmeleri gibi avantajlart ile diinya ¢apinda diger biitlin sistemleri
golgede birakmistir (3). Ancak bir ¢ok adli vakada olay yerinden gelen DNA o&rnekleri
bozulmus halde veya eser miktarda olabilmekte ve STR lokuslar1 yetersiz kalabilmektedir.
Bundan dolay1 son yillarda baska markir arayisina gidilmistir (4). Insan genomunda en ¢ok
goriilen polimorfik markirlar olan SNP’ler (Single Nucleotide Polymorhism-Tek niikleotid
polimorfizmi), babalik testlerinde, degrade olmus olay yeri 6rneklerinin kimliklendirilmesinde
ve kisa amplikonlara sahip olmalar1 gibi Ozelliklerinden dolay1 adli bilimcilerin ilgisini

cekmistir (5).

Son yillarda adli genetikte, bozulmus Orneklerin amplifikasyonunu iyilestirmek igin
laboratuvarda var olan teknolji ile ¢aligilabilen, ek prosediirlere gerek duyulmayan, az maliyet
ile analiz edilebilen markirlarin gelistirilmesine odaklanilmistir. Insersiyon/Delesyon
(InDel'ler) polimorfizmi, SNP ve STR'lerin istenen 6zelliklerini birlestirdigi i¢in adli genetik
alaninda biiylik potansiyel tasiyan genetik markirlardir. Genomda bir veya daha fazla
niikleotidin eklenmesi veya ¢ikarilmasi sonucunda olusan InDel’ler son yillarda olay yerinden
gelen bozulmus Orneklerin kimliklendirilmesinde kullanilmaya baslanmistir (6,7). Bu
sistemlerle ilgili birgok arastirmaci tarafindan gerek kimliklendirme amagh gerekse

biyocografik soy belirmeye yonelik InDel panelleri gelistirilmistir. Bu panellerin rutin adli



laboratuvarlarda calisilabilmesi i¢in s6z konusu markirlarin ilgli toplumlara 6zgii gen

sikliklarinin belirlenmis olmasi gerekir.

Bu tezin amact Filoglu ve arkadaglar tarafindan gelistirilen ve Tiirkiye popiilasyonu igin
yliksek polimorfizm gosteren otozomal 34 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135,
1s2307789, 1rs2307521, rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514,
1s56168866, rs16671, 1rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981,
154646006, rs6480, 1528369942, 152307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496,
rs1610937, rs16363, 152067147, rs1160965, 1s2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191)
lokusu, Y kromozomu iizerinde bulunan (rs2032678) 1 InDel lokusu ve amelogenin (AMG-
XY) lokusundan olugan 36-InDelplex panelinin Azerbaycan popiilasyonundaki gen sikliklarini
belirleyerek, hem Tiirkiye’de, hem de Azerbaycan’da adli laboratuvarlarda kullanimini

saglamaktir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Adli Genetigin Gelisimi

2.1.1. DNA’nin kesfi ve yapisi
Morgan ve arkadaslari, genlerin kromozomlar iizerinde oldugunu, Alfred Hershey ve Martha
Chase kalitim maddesinin DNA oldugunu ve Erwin Chargaff DNA’nin baz kompozisyonunun
tirler arasinda degistigini, ayni tiir icerisinde adenin ve timin sayisinin sitozin ve guanin
sayisina esit oldugunu gostermislerdir (8). Watson ve Crick, Rosalind Franklin tarafindan
DNA’nin X-151n1 kristallografisi ile ¢cekilmis goriintiisiiyle uyum saglayan ikili sarmal modelini
olusturdular (9). DNA’nin temel yap1 tasi niikleotidlerdir. Niikleotidler bir fosfat grubu, bir bes
karbonlu deoksiriboz sekeri ve dort bazdan birini igermektedirler. iki azot halkali purin grubuna
ait olanlar adenin ve guanin, tek azot halkali pirimidin grubuna sahip olanlar ise timin ve

sitozindir bazlaridir (10).

2.1.2. insan genomunun yapisi
Cekirdegi olan her hiicrede genomun iki kopyas1 bulunur. Insan genomu 23 kromozom iizerinde
dizilmis, yaklasik 3.200.000.000 baz ¢iftinden (bg) (3.290 Mb= 3.2 x 109) olusur. insanlar, biri
anneden digeri babadan olmak iizere iki kromozom setine, toplamda 46 kromozoma sahiptir.
1990 yilinda, bir ¢ok iilkeden 20 merkezin dahil oldugu Insan Genom Projesi baslatildi. Bu
projede DNA nin baz dizisi ¢gikartildi (11,12). insan genomunun yaklasik olarak 20.000-25.000
gen igerdigini ve genomun yalnizca ~% 1.5'nin protein kodlanmasinda dogrudan rol oynadig:
belirlenmistir. Genomun %50’sini olusturan en biiyiik kisim ise tekrarlayan DNA dizileridir.
Bu dizilerin bir boliimii ardisik tekrarlar olup satellitler, minisatellitler ve mikrosatellitler olarak

3 gruba ayrilirlar (10).



2.1.3. Genomun adli genetikte yeri
Adli vakalarin ¢oziimiinde, DNA’nin her bir bireye 6zgii essiz olmast ve bu nedenle yiiksek
ayiriciliga sahip olmasindan yararlanilarak, olay yerinde bulunan biyolojik orneklerin
kimliklendirilmesi miimkiin olabilmektedir.Yiiksek ayirt edici DNA profilleri elde etme
basarisi, bireylerin genetik diizeyde farkli olmasina baglhdir ve tek yumurta ikizleri haricinde,
higbir birey ayn1 DNA'ya sahip degildir. Insanlar birbirlerinden ne kadar farkli gériinseler de
aslinda DNA nin %99,9°u benzerdir. Insanlar arasinda farklilik olusturan kisim (% 0,1) oldukga
diisiiktiir. Bu farkliliklar; tek nukleotid degisiklikleri, uzunluk polimorfizmleri, insersiyon ve
delesyonlar gibi bireyler arasinda degiskenlik gosteren iyi karakterize edilmis polimorfik
markirlardir. Bir DNA lokusunun adli genetikde kullanilabilmesi i¢in bazi temel 6zelliklere
sahip olmasi gerekir. Bu 6zellikler olduk¢a polimorfik olmasi, kolay tanimlamasi, ucuz olmasi,
yorumlanmasi, laboratuvarlar arasinda karsilastirilabilir olmas1 ve diisiik mutasyon oranina

sahip olmasidir (10,13,14).

2.1.4. Genetik polimorfizm
Genetik cesitliligin altinda yatan sebep DNA dizilerindeki farkliliklardir. Bu farklililar
mutasyonlar sonucu olusur. Mutasyonlar ¢ok ¢esitli diizeylerde meydana gelebilir ve farkli
sonuclar1 olabilir. Bunlarin ¢ogunlugu nétrdiir ve fenotip iizerinde farkedilebilir bir etkisi
yoktur. Olusan farklilig1 genel bir sekilde tanimlamak i¢in mutasyon yerine varyasyon terimi
kullanilmaktadir. DNA varyasyonlari, hiicresel DNA onarim sistemleri tarafindan
diizeltilmeyen hatalar sonucu ortaya ¢ikar ve zaman zaman ¢evremizdeki radyasyon ve
kimyasallar tarafindan tetiklenir. Ancak, biiylikk c¢ogunlugu endojen etkenlerden
(rekombinasyon, DNA replikasyonu vb.) kaynaklanir ve genetik ¢esitlilige 6nemli katki saglar.
Popiilasyonda goriilme sikligi % 1’den yiiksek olan DNA varyasyonlar1 polimorfizm olarak

tanimlanmigtir (15).



DNA’da dizi polimorfizmleri ve uzunluk polimorfizmleri olmak {izere iki ana varyasyon bi¢imi

gozlenir (Sekil 1) (16).

(@) Dizi polimorfizmleri

------ AGACTAGACATT------
------ AGATTAGGCATT------

(b) Uzunluk polimorfizmleri

------ (AATGVAATGVAATG)--—---
3 tekrar
------ (AATG)(AATG)------

2 tekrar

Sekil 1. DNA’da dizi polimorfizmleri (a) dizi polimorfizmleri ve (b) uzunluk polimorfizmleri

(16).

2.2. Adli Genetikte i1k Kullamlan Polimorfik Sistemler

Adli genetigin gelisimi, bir asirdan fazla bir siire dnce Karl Landsteiner'in insan ABO kan grubu
varyantlarint kesfi ve bu varyasyonun babalik testi vakalarinin ¢dziimiinde uygulanabilir
oldugunun farkina varmasiyla baglamistir. ABO sistemine ek olarak MNS, Kell, Dufty, Kidd

ve Lutheran gibi bir¢ok kan grubu sistemi kullanildi (17).

Yirminci yiizyilin ortalarinda, polimorfik serum proteinlerinin ve eritrosit enzimlerinin kesfi,
ozellikle babalik tayini i¢in 6nemli bir gelismeydi. Ancak kan disindaki diger viicut sivilarinda
ve kan lekelerinde kullanimi1 oldukga siirliydi. 1958 yilinda Jean Dausset tarafindan kesfedilen
insan lokosit antijenleri o ana kadar kullanilan diger tiim genetik markirlardan daha polimorfikti

ve babalik tayini i¢cin 6nemli bir gelismeydi (18).

Bu klasik genetik markirlarin kullanim, adli vakalarda yaygin olarak karsilagilan eser miktarda
veya bozulmus Orneklerin analizinde basarisizdi. Ayrica kan disindaki diger biyolojik
materyaller analiz edilemediginden tecaviiz vakalarinda sag, tiikiirik ve semenden faile

ulagsmak miimkiin degildi. Polimorfik proteinlerin ve enzimlerin diisiik varyant frekanslarina
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sahip olmasi nedeniyle daha fazla bilgi edinmek icin immiinolojik yontemler yerine
elektroforetik teknikler tercih edildi ve poliakrilamid jeller kullanilarak kan lekelerinde
polimorfik proteinlerin analiz olasiligin1 arttirdi.  1980°lerin  ortalarinda Jeffreys ve
arkadaslarinin minisatellitlerde ¢ok degisken lokuslar1 kesfetmesi adli tip tarihindeki en 6nemli
gelisme olarak tarihe gecti (19). DNA analizi geleneksel protein analizlerine gore biiyiik
avantajlar saglamistir. Clinkii daha bilgilendirici, proteinlere nispeten fiziksel olarak bozulmaya
dayanikli oldugu i¢in eser miktarda veya bozulmus orneklerden daha iyi sonuglar elde
edilebiliyordu. Ayrica, aynt DNA genotipi herhangi bir dokudan (yani kan, tiikiiriik, meni, sac,
deri ve kemikler) elde edilebilirken, protein analizi bu proteinlerin sentezlendigi hiicrelerle

sinirliydi (17).

2.3. Adli Bilimlerde DNA Polimorfizmleri

1960-70 yillarinda, restriksiyon enzimlerinin kesfi de dahil olmak {izere molekiiler biyolojideki
gelismeler, bilim adamlarinin DNA dizilerini incelemeleri {izerine yogunlasmasini sagladi.
1985 yilinda Alec Jeffreys, RFLP (Simirlandirilmis par¢a uzunluk polimorfizmi-Restriction
Fragment Length Polymorphism) teknigini kullanarak VNTR (VNTRs- Degisken sayida
ardisik tekrarlar- Variable Number Tandem Repeats) olarak adlandirilan bu polimorfik
bolgelerin ardisik tekrarlanan diziler igerdigini ve tekrar sayisinin kisiden kisiye farklilik
gosterdigini ortaya koymustur. Bu markirlar, Birlesik Krallik’ta bir gogmenlik davasinda ilk
defa basariyla uygulandi. Bunu takiben 1986 yilinda ilk defa bir ceza davasinin ¢éziimiinde
kullanildi ve Colin Pitchfork’iin Ingiltere, Leicestershire'daki iki kiz cocugunun katili oldugu
kanitlandi (2)(10). 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan tanimlanan PCR yontemi sayesinde bir
kag saatte belirli bir DNA dizisinin yiiz milyonlarca kopyasi olusturmak miimkiin hale gelmisti.
RFLP yontemi yiiksek miktarda, kaliteli DNA’ya ihtiyag duymasi, zaman alic1 ve pahali
prosediirler ve sonuglarin yorumlanmasindaki zorluklar nedeniyle PCR yontemi kullanilmaya

baslandi (20).
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2.3.1. Degisken sayida ardisik tekrarlar (VNTR)
Ardisik tekrarlar, insan genomunun yaklagsik % 3'linii olusturur ve tekrar biriminin boyutuna ve
tekrar dizisinin toplam uzunluguna gore minisatellitler (degisken sayida ardisik tekrarlar,
variable number tandem repeat, VNTR) ve mikrosatellitler (kisa ardisik tekrarlar, Short
Tanbdem repeat, STR) olarak iki gruba ayrilir. VNTR'lerin ve STR'lerin genel yapis1 aynidir
(21). VNTR ler, agirlikli olarak kromozomlarin subtelomerik bolgelerinde bulunur ve 6-100 bg
arasinda degisen tekrar birimlerine sahiptir (2). Yiiksek polimorfizm gostermeleri ve Mendel
kurallarina uygun kalitilmalar1 bu bdlgelerin adli vakalarda ve babalik testlerinde
kullanilmasina uygun oldugunu gostermistir (22). VNTR'ler, daha 6nce de belirtildigi gibi DNA
profillemesinde kullanilan ilk polimorfizmler olup adli vakalarda birkag¢ y1l kullanilmistir (23)
Buna ragmen, giivenilir bir DNA profili elde etmek i¢in birka¢ mikrogram iyi kalitede genomik

DNA gerekli oldugundan adli genetikte kullanima uygun olmadigi kanisina varilmistir (24).

2.3.2. Kisa ardisik tekrarlar (STR)
Mikrosatellitler 1-6 b¢ uzunluklugundaki tekrar birimlerinden olusan ve genellikle 5-30 kez
tekrarlaran DNA dizileridir (Sekil 2). Adli genetikte kullanilan lokuslarin ¢ogu, dort baz ¢ifti
tekrar motifine sahip tetraniikleotid tekrarlardir. Minisatellit lokuslarinda oldugu gibi,
tekrarlanan birimlerin sayisindaki varyasyon nedeniyle yiiksek polimorfizm gdsterirler. Ayrica,
genellikle telomerlere yakin bdlgelerde meydana gelen VNTR’lerden farkli olarak, STR’ler
biitiin genom boyunca dagilmislardir ve ortalama her 6-10 kb’de bir STR lokusuna
rastlanmaktadir (25). Kromozom i¢indeki dagilimlar1 tam olarak esit degildir , telomere yakin
bolgelerde daha seyrek goriiliirler. Cogu STR, kodlamayan bdlgelerde bulunurken, yaklasik

%8’1 kodlama yapan bolgelerinde bulunur (26).
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— 1c1A| TcTA| TCTA | TCTA | TCTA| TCTA | TCTA | TCTA = alel 8

— tcta| 1eta] 1eTa | TeTa] TeTA] TCTA ] TCTA] TCTA | TCTA | TOTA = €1

Sekil 2. D8S1179 lokusundaki iki alelin yapisi. Aleller igerdikleri tekrar sayisina gore

adlandirilir (10)

1990’larin sonlarinda VNTR lokuslarinin yetersizligi STR’lere gecisi kaginilmaz hale getirdi.
VNTR’lerden daha yiiksek ayrim giicline sahip olmasalar da, ¢ok sayida STR lokusu ayn1 anda
caligilabildigi icin daha avantajliydi (3). Tiim genomda goriilmeleri, polimorfik yapilari,
VNTR’lere nazaran daha kiiciik alel boyutlar1 (genellikle <300 bg) ve PCR ile amplifikasyona
yatkinliklar1 nedeniyle, STR’lerin adli kimliklendirme i¢in ideal bir markir oldugu goriildii.
PCR amplifikasyonuna dayali STR analizleri olay yerinden gelen eser miktarda drneklerin
kimliklendirilmesine olanak saglamasi, analiz yapmak icin gereken siirenin biiylik 6l¢iide
azalmasi, kismi otomasyondan kaynaklanan maliyetlerin azalmasi nedeniyle diinya ¢apinda

geleneksel yontemlerin yerini ald1 (27).

Bir genetik markirin yargr alaninda etkili bir sekilde kullanilabilmesi igin ortak ve
standartlastirilmis kit kullamlmalidir. Ik olusturulan STR kitleri Promega ve Adli Bilimler
Servisi (FSS- The Forensic Science Service) tarafindan gelistirildi. Sekiz veya daha fazla STR
lokusundan olusan multipleks STR Kkitleri, adli DNA analizinde devrim yaratmistir. 1 ng DNA
ornegiyle tek bir amplifikasyonda milyarda biri asan eslesme olasiligina ulasmak miimkiindii
(28,29). 1996'da FBI (Federal Bureau of Investigation - Federal Sorusturma Biirosu), CODIS
(Combine DNA Index System - Birlesik DNA Indeks Sistemi) olarak bilinen ulusal DNA veri
tabanin1 kurdu. Bu veri tabani i¢in ¢alisilacak 13 ¢ekirdek STR lokusu (CSF1PO, FGA, THO1,

TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11)
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secildi. Bu 13 CODIS lokusun tiimii analiz edildiginde, rastgele eslesme olasiligi (Combined

matching probability), akraba olmayan bireyler arasinda bir trilyonda birden daha azdir (30).

2.3.3. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
DNA dizisinde tek baz degisimiyle olusan SNP’ler genomda en ¢ok bulunan en basit
polimorfizm ¢esididir. Tipik bir SNP polimorfizminin yapisi Sekil 3’te gosterilmistir. Bu baz
degisiminin popiilasyonda goriilme siklig1 %1°den yiiksekse tek niikleotik polimorfizmi (SNP),
%1’den diisiikse mutasyon olarak adlandirilir (31). SNP’ler genellikle iki allele sahip
olduklarindan dolay1 ¢ok polimorfik degillerdir. Ancak ¢ok sayida lokus birlikte ¢alisildiginda
yliksek ayrim giiciine ulasilabilmektedir. 10 STR lokusu kullanilarak elde edilen ayrim giiciine

ulagmak i¢in 50-80 SNP'nin analiz edilmesi gerekmektedir (32).

5-GATGGCA-3" G aleli
*
5-GATAGCA-3 A aleli

Sekil 3. Tek niikleotid polimorfizminin yapis1 (SNP).

SNP’lerin amplikon boyutlarinin (50 b¢) STR’lere (~300 bg) kiyasla daha kiiciik olmasi olay
yerinden gelen degrade DNA Orneklerinin analizine olanak saglamasi, genom boyunca ¢ok
miktarda bulunmalari, etnik kdken ve belirli fiziksel 6zellikler ile ilgili bilgiverici olmalari
SNP’leri adli genetik alaninda ilgicekici kildi. Ayrica, SNP’lerin mutasyon oranlarinmn (107%)
STR’lere gore (10°®) diisiik olmas1 babalik testlerinde karsilasilan zorluklar1 giderme olanag:

sagladi (33).

Ancak, ulusal veritabanlarinin STR’ler lizerine kurulmasi, 6zellikle, karisim Orneklerinin
analizinde karsilagilan zorluklar nedeniyle SNP’lerin adli kimliklendirme ve nesep tayini

testlerinde STR’lerin yerine gegmesi pek olasi degildir (34).
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Adli vakalarin ¢ézliimiinde STR’lerin tam olarak yerini almasa da failin etnik kokeni, fenotipik

ozellikleri hakkinda bilgi vererek tamamlayici markir olarak kullanimi miimkiindiir (16).

2.3.4. Insersiyon/delesyon polimorfizmleri (InDel)
SNP’lerden sonra genomda en ¢ok bulunan polimorfizm olan InDel’ler bir veya daha fazla
niikleotidin eklenmesi veya ¢ikarilmasiyla olusan bir polimorfizm ¢esidi olup tiim insan DNA

polimorfizmlerinin yaklagik olarak %20°ni olustururlar.

InDel’ler, insan genomundaki, uzunlugu 1-10.000bg arasinda degisen genetik varyasyonlardir.
Insersiyon ve delesyonun olusumu Sekil 4 ve Sekil 5°te gosterilmektedir (16). Insersiyon ve
delesyonlar DNA’nin proteion kodlayan veya kodlamayan bdlgelerinde olabilirler ve sonug
olarak mutasyonlar ve polimorfizmler olusabilir. Niikleotid degisimiyle olusan nokta
mutasyonlarina nispeten InDel’ler, daha ¢ok islevsiz ve hatali protein iiretimine sebep olurlar.
Niikleotidlerin eklenmesi veya yok olmasi genetik kodun okuma ¢ergevesinde degisiklige
neden olabilir. Cer¢eve kaymasi mutasyonu olarak adlandirilan boyle bir mutasyon, eklenen
veya yok olan niikleotidlerin sayisi 3’lin kati olmadiginda ortaya ¢ikar. Eklenen veya
silindiktensonra gelen tiim niikleotidler dogru olmayan bir sekilde kodonlar halinde
gruplandirilir ve sonug olarak genellikle yanlis anlamli mutasyonlar veya anlamsiz mutasyonlar

olusur (35).

InDel’ler, siklikla DNA replikasyonu sirasinda olusan hatalarin sonucunda ortaya ¢ikarlar ve
diallelik (iki alelli) ve multiallelik (¢ok alelli) olmak {iizere iki gruba ayrilirlar. Diallelik
InDel’ler, tiim insan polimorfizmlerinin, yaklasik, % 8'ini olusturur (36). Diallelik InDel’ler,
aleller arasindaki uzunluk fark:i agisindan biiyiik cesitlilik gosterir. Bazi durumlarda, aleller

arasindaki uzunluk farki onlarca, hatta yiizlerce kilobaz ¢ifti olabilir (37).
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insersiyon Delesyon
DNA dizisi DMNA dizisi
Bar ~C ATCATCATCATCATCATCAT Baar oG ATCATCATCATCATCATCAT
- His H His H His H His H His H His H His - «{ His H His H His H His H His H His H His }-
1
AMING 2t bir nikleotidin eklenmesi amino asit

—+ A\ bir nikleotidin silinmesi

CATCATCATACATCATCATCA BATEATOATETEATOATRATE

-4 His H His H His

~<{ His H His H His HNCTHENHE -

lle

hatall protein dretimine sebep olan yalnig amino
asit dizisi hatali protein dretimine sebep olan
yanlis amino asit dizisi

Sekil 4. Insersiyon olusumu (38) Sekil 5. Delesyon olusumu (39)

2.3.5. InDel’lerin adli genetikde kullanimi
InDel’ler genomda en ¢ok goriilen ikinci varyasyon olmalarina ragmen, baslangicta SNP’lere
gore daha az ilgi ¢ekmistir. 2001°de insan 22. kromozomu {izerinde yapilan genetik varyasyon
caligmasi, bu kromozomda bulunan biitlin polimorfizmlerin % 18’nin InDel’lerden olustugunu
gosterdi (40). 2002 yilinda, Weber tarafindan yapilan bir arastirmada genom boyunca dagilmis
2.000 diallelik InDel tanimlanmis ve Avrupalilar, Afrikalilar, Japonlar ve Yerli Amerikalilarda
alel frekanslari belirlenmistir. Bu ¢alismayla InDel’lerin genomda olduk¢a cok sayida
bulundugu, kolayca analiz edilebildigi ve bircok farkli alanda uygulanabilir oldugu

kanitlanmistir (7).

Mills ve arkadaslar1 2006 yilinda 415.436 Indel’den olusan insan genomunun Indel
polimorfizmlerinin ilk haritasini agikladilar ve InDel’leri, tek baz ciftlerinin insersiyonu veya
delesyonu ile olusan, monomerik baz cifti eklemeleri sonucu olusan, 2-15 bg’lik tekrar
birimlerinin ¢oklu baz cifti eklemeleri sonucu olusan, transpozon eklemeleri ile olusan ve
rastgele DNA dizileri olmak {izere bes ana sinifa ayirdilar. Ayrica, insan genomunun sempanze

genom dizilimine gore neredeyse esit oranda insersiyon ve delesyonlar igerdigi belirlendi. Buna
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dayanarak, insan genomunda DNA insersiyon ve delesyonlarina yol agan temel mekanizmalarin
son 6 milyon yil boyunca (bu organizmalarin son ortak atasindan bu yana) benzer oranlarda
isledigini s6ylemek miimkiindiir. Bu ¢alismayla InDel’ler, insan genomunda her 7.2 kb’dan bir
goriildiigiinii ve DNA’nin hem protein kodlayan (ekzon), hem de kodlamayan bdlgelerinde
oldugunu kanitladilar (41). Daha sonra insan genlerinde belirgin bir genetik varyasyona neden

oldugunu kanitlayan aragtirmalar yapildi (42).

Glinlimiizde, adli genetik alaninda yiiksek ayrim giicline sahip olduklari i¢in STR’ler en ¢ok
tercih edilen markirlardir. Ancak, olay yerinden gelen eser miktarda ve degrade olmus
orneklerin analizinde SNP’lerin avantajlar1 da kanitlanmistir. STR’lerin ve SNP’lerin istenen
bircok 0Ozelligini tasiyan InDel’lerin su avantajlarindan dolayr bu alandaki boslugu

doldurabilecegi diisiiniilmiistiir:

e Genom boyunca genis bir dagilima sahip olmalar1

e Diisiilk mutasyon oranina sahip olmalar1

e Popiilasyon gruplar arasinda alel frekanslarindaki 6nemli farkliliklar
e Kisa amplikonlarda analiz edilebilmesi

e Analizinin ucuz ve kolay olmast

e Otomasyona uygun olmasi (7,41,43).

InDel’ler, kisa amplikon boyutlarina sahip olduklarindan olay yerinden gelen bozulmus ve az
miktarda DNA 6rneklerinin kimliklendirilmesine olanak saglamalar ile birlikte, STR’ler gibi
adli genetik laboratuvarlarinda kullanilan metodolojiye ek gereksinimlere ihtiya¢ duymadan,
PCR ve kapiler elektroforez ekipmanlari ile analiz edilebilmektedir. Diigiik mutasyon oranlarina
sahip oldugu i¢in InDel’ler nesep tayini analizlerinde STR’lere gore daha avantajhidir.
InDel’lerin bu o6zellikleri g6z 6niinde bulunduruldugunda adli kimliklendirme i¢in ideal bir

markir oldugu diisiiniildii. Bu sebepten, arastirmacilar yliksek ayrim giicli diglama giicli ve
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profilleme basarisi olan birgok (40-50) lokusun birlikte ¢alisabildigi multipleks InDel panelleri
gelistirmeye bagladilar. Kimliklendirme amagli InDel lokuslarindan olusan bir multipleks panel
gelistirildigi zaman segilen lokuslarin tagimasi gereken bazi 6nemli kriterler vardir. Bunlar,
secilen lokusun otozomal olmasi, diinya popiilasyonunda minimum alel sikliginin 0.30’dan
yiiksek olmasi, amplikon boyutunun 2-10 b¢ araliginda olmasi, ortalama heterozigotluk
oraninin 0.40’1n tizerinde olmasi ve segilen lokusun yakininda STR, SNP veya diger bir InDel
lokusunun bulunmamasi gibi 6zelliklerdir (44). 2009 yilinda Pereira ve arkadaslar tarafindan
Afrika, Avrupa ve Asya popiilasyonlarinda polimorfik oldugu bildirilen 38 biallelik otozomal
indel lokusundan olusan bir multipleks kit gelistirildi. Bu multipleks kit kullanilarak 0.3 ng
DNA o6rnekleriyle tam profil elde edilerek, degrade 6rneklerde standart STR analizinin basarisiz
oldugu durumlarda basarili sonuglar alind1 (43). Ayrica, InDel’ler, diisiik mutasyon oranlarina
sahip olduklar1 i¢in babalik davalarinda STR’lerin yetersiz kaldigi durumlarda tamamlayici
markir olarak kullanilabilecegi kanitlandi (6). Daha sonra, Primenta ve arkadaslari babalik
testlerinde kullanilmak iizere 40 kisa InDel lokusundan olusan bir panel gelistirdiler. 50 anne-
cocuk-muhtemel baba tigliisii genotiplendirildi ve bu panelin ortalama dislama giiciiniin 13
CODIS STR lokusunun diglama giiciine esdeger oldugu goriildii. Sonug olarak, gelistirilen 40
kisa InDel’den olusan bu panelin, basit ve diisiik maliyetli analiz edilebilmesi ve ¢ok diisiik
mutasyon oranlarina sahip olmasi nedeniyle babalik testlerinde miikemmel performansa sahip

oldugu kanitlandi (45).

Bozulmus ve az miktarda DNA 6rneklerinin analizinde sagladigi avantajlardan dolay1 InDel’ler
adli genetik alaninda biiytik ilgi ¢ekti ve kimliklendirme/babalik testlerinde kullanilmak iizere

bir¢ok panel gelistirildi;

e Li ve arkadaslarinin gelistirdigi adli kimliklendirme ve babalik testleri i¢in oldukca
bilgilendirici 29 Indel lokusundan olusan panel ile Cin Han popiilasyonundan 109 6rnek

genotiplendirildi ve yliksek ayrim giiciine ulasildi (46).
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Pereira ve arkadaslar tarafindan X kromozomunda bulunan, adli kimliklendirme ve
poplilasyon arastirmalari i¢in bilgilendirici olan 32 biallelik InDel lokusu segilerek bir
panel olusturuldu. Yiiksek ayrim giiclive kisa amplikon boyutlarindan dolay1 bozulmus
orneklerin analizinde kullanilabilecegi gosterildi (36).

Satisa sunulmus ticari kit olan Investigator DIPplex® kiti 30 biallelikInDel lokusu adli
kimliklendirmede hem tamamlayici, hem de tek basina giiglii bir ara¢ olarak
kullanilabilmektedir (47).

Zhang ve arkadaslar1 tarafindan X kromozomu iizerinde bulunan 18 biallelik
InDellokusu ve amelogenin lokusundan olusan panel gelistirildi. Bu panelin adli
uygulamalar i¢in hassas ve gilivenilir bir ara¢ oldugu ve otozomal lokuslarin
bilgilendirici olmadigidurumlarda degerli bilgiler sagladig: gosterildi (48).

SifalnDel 45plex 27 otozomal InDel, 16 X kromozomuna bagli InDel ve iki Y
kromozomuna bagli InDel lokusunun tek bir PCR’de amplifiye edilebildigi bir
multipleks paneldir. Rutin adli 6rneklerin genotiplendirilmesi ve popiilasyon ¢aligmalari
SifalnDel 45plex panelinin adli kimliklendirme, 6zellikle degrade 6rneklerin analizi ve
akrabalik analizi i¢in gegerli bir tamamlayici olabilecegi gosterildi (49).

AGCU InDel 50 kiti olarak adlandirilan 47 otozomal InDel, 2 Y kromozomu tizerinde
olan InDel ve Amelogenin lokusu iceren bir multipleks panel gelistirildi. Sonuglar,
AGCU InDel 50 kitinin adli sorusturmalarda kullanim i¢in hassas, spesifik, giivenilir ve
oldukga bilgilendirici bir ara¢ oldugunu gosterdi. Ozellikle, eser miktarda ve bozulmus
DNA o6rneklerinin incelenmesi i¢in mitkemmel bir performansa sahip oldugu kanitlandi.
Popiilasyon c¢alismasi, AGCU InDel 50 kitinin adli kimliklendirme ve 6zellikle STR
mutasyonlarindan dolay1 ¢oziilemeyen babalik tayini vakalarinda tamamlayici bir arag

olarak kullanilabilecegini gosterdi (50).
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e Baska bir ¢aligmada, 32 InDel ve bir amelogenin lokusundan olusan bir panel gelistirildi
ve sonuglar bu panelin adli kimliklendirme i¢in, 6zellikle ¢ok az miktarda ve bozulmus
DNA orneklerinde basarili profilleme yapilabilecegi belirlendi (51).

e Jin ve arkadaslar1 43 InDel lokusunu ve bir Amelogenin lokusunu ayni anda amplifiye
edebilen yeni bir kimliklendirme paneli gelistirdiler. S6zkonusu panelin optimizasyon
ve validasyon caligmalar1 dgerade Orneklerde ve karigim Orneklerinde yiiksek
hassasiyete sahip oldugunu ve Cin Hui grubunda yaptiklar1 popiilasyon ¢aligmasiyla 43-

InDel panelinin genetik kimliklendirme i¢in gii¢lii bir ara¢ oldugunu gosterdiler(52).

2.3.6. 36-InDelpleks paneli
36-Indelpleks paneli, diinya popiilasyonlarinda dengeli olan, 0.4’ten biiyiik olan alel frekansina
ve 0.5’ten fazla heterozigotluk oranina sahip 34 otozomal InDel lokusu, 1 Y kromozomuna
bagli InDel lokusu ve cinsiyet markirt Amelogenin (AMG-XY) lokusu segilerek Filoglu ve ark.
tarafindan gelistirilmistir. En az 0,25 ng/ul DNA miktarinda tam ve giivenilir profile
ulagilabildigi i¢in az miktarda ve bozulmus Orneklerin kimliklendirilmesinde basarisi, ayrim
giiciiniin ve heterozigotluk oranlariin yiiksek, amplikon boyutlarinin kii¢lik olmasi panelin adli
kimliklendirmede ve nesep tayini analizlerinde basarili sekilde kullanilabilecegi belirlendi
(53)(54)(55)(56). 36- InDelpleks panelini olusturan lokuslarin 6zellikleri Tablo I’de

gosterilmistir.

Tablo I. 36- InDelpleks panelini olusturan lokuslarin 6zellikleri (53)

ID GenBank Erisim Kromozom InDel Dizisi Floresans Boya
ID1 rs4646006 Kr: 1 insTGAG/TGCG ATTO-550

D2 rs2307838 Kr: 1 delTGAA

ID3 rs2307521 Kr: 1 insAG/CG

1D4 1528369942 Kr: 2 insAAGTC ATTO-550

D5 rs140861207 Kr: 3 delAG




ID7 rs1160965 Kr: 5 delGT ATTO-565
ID8 152307656 Kr: 5 delTAAGT FAM

D9 rs2067304 Kr: 5 delGA FAM
ID10 rs1610937 Kr: 5 delAGGA FAM

ID11 rs10590424 Kr: 5 delAATAA JOE

D12 rs1160981 Kr: 5 delCAG ATTO-565
ID13 rs2067191 Kr: 5 insTAGA ATTO-565
ID14 rs144389514 Kr: 6 delATCT ATTO-550
ID15 rs2308137 Kr: 6 delGA JOE

ID16 rs16646 Kr: 7 insTTTC FAM

ID17 rs16458 Kr: 7 insTTCC ATTO-550
ID18 rs3062629 Kr: 8 insTACAG/TAGAG ATTO-565
ID19 rs2308072 Kr: 8 insAAGG ATTO-550
D20 rs10623496 Kr: 8 insGAAT ATTO-565
D21 1s56168866 Kr: 9 insAA/CA ATTO-565
D22 rs2308112 Kr: 9 delGGTGT ATTO-550
1D23 rs2308135 Kr: 11 insTAA ATTO-550
1D24 rs33972805 Kr: 11 insCT JOE

D25 rs1610919 Kr: 12 delAT ATTO-565
ID26 rs34660708 Kr: 13 delTG FAM
D27 rs2308163 Kr: 14 insTGAT/TAAT JOE

D28 rs2067147 Kr: 14 delCAT ATTO-550
1ID29 rs16722 Kr: 17 insTTGT ATTO-565
D30 125549 Kr: 17 delCATT ATTO-550
D31 rs34495360 Kr: 20 insGACTT JOE

D32 rs16671 Kr: 20 insGG/GC FAM

D33 rs2308101 Kr: 20 delTA JOE

D34 rs6480 Kr: 22 insTG JOE

ID35 rs16363 Kr: 22 insTGTTT JOE

ID36 152032678 Kr:'Y delTTCTC FAM

D37 AMG-XY FAM

20
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2.4. Popiilasyon Genetigi ve Istatistik

2.4.1. Popiilasyon genetiginde temel kavramlar
Alfred Russel Wallace ve Charles Darwin, dogal secilimi 19. yiizyilin ortalarinda adaptif evrim
mekanizmasi olarak ilk kez tanimladiklarinda, varyasyon ve kaliimdan sorumlu
mekanizmalarin heniiz kesin bir modeli yoktu. Gregor Mendel, 6zelliklerin kalitimina iliskin
caligmasini 1866°da yaymlamig, ancak o zaman ¢ok az ilgi gérmiistiir. Mendel’in ¢aligmasinin
1900°de yeniden kesfi, Mendel’in gen ve tiim kavramlari ile evrim teorisini bagdastirmak igin
30 yillik bir ¢alismay1 baslattr. Onemli bir kavrayisla biyologlar, bir popiilasyonda fenotipik
ozelliklerin ortaya ¢ikma sikliginin, bu 6zellikleri etkileyen alellerin baglantili oldugunu fark
ettiler. Bu, popiilasyon genetiginin ortaya ¢ikmasina, popiilasyonlardaki genetik ¢esitliligin ve
bu ¢esitliligin zamanla nasil degistiginin arastirilmasina sebep oldu. Popiilasyon genetikgileri,
birbirleriyle ciftlesip iireyebilen birey gruplari i¢cindeki ve arasindaki genetik varyasyon veya
genetik yapt modellerini arastirdilar. Genetik yapidaki degisiklikler bir popiilasyonun evriminin
temelini olusturdugu i¢in popiilasyon genetigi, evrim biyolojisinin dnemli bir alt disiplini haline
geldi. 20. ylzyilin baglarinda G. Udny Yule, William Castle, Godfrey Hardy ve Wilhelm

Weinberg gibi bir dizi arastirmaci, popiilasyon genetiginin temel ilkelerini olusturdular (57).

Popiilasyon genetigi, dort evrimsel mekanizmanin etkisi altinda alel frekanslarinin dagilimi ve
degisiminin inceleyen bir bilim dalidir; dogal se¢ilim, genetik siiriiklenme, mutasyon ve gog
(58). Adli genetik acisindan bir popililasyon, ortak atalari paylasan bir grup insan olarak
tanimlanabilir. Adli agidan, bir iilke i¢indeki popiilasyon genellikle dil, kiiltiir ve din agisindan
farklilik gosterebilen birgok alt grup bir araya getirilerek (6rnegin, Kafkasya, Sahra alt1 Afrika
ve Dogu Asya) siiflandirilir (14). Biyolojide popiilasyon genel olarak, birbirleriyle ciftleserek
iireyebilen, ayni tiire ait, ayn1 bir cografi bolgede yasayan ve ortak bir gen kiimesini paylasan
bir grubu ifade eder. Bu popiilasyonu olusturan bireyler tarafindan paylasilan tiim aleller,

popiilasyonun gen havuzunu olusturur. Popiilasyon genetiginin 6nemli bir ilkesi, gen
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havuzundaki cesitli alellerin frekanslarinin, popiilasyondaki farkli genotiplerin frekanslarinin

ve bu frekanslarin bir nesilden digerine nasil degistiginin hesaplanmasidir (14,57).

Popiilasyon dinamiktir; yani dogum ve Oliim oranlarindaki degisiklikler, go¢ veya diger
poplilasyonlarla temas yoluyla genisler veya daralir. Genellikle, bir popiilasyondaki bazi
bireyler, digerlerinden daha fazla dol iireterek ve bir sonraki nesle orantisiz miktarda alel
katkisinda bulunurlar. Bu nedenle, bir popiilasyonun dinamik dogasi, zamanla popiilasyonun

gen havuzunda degisikliklere yol acabilir (57).

2.4.2. Hardy-Weinberg dengesi
Popiilasyonun gen havuzu bu popiilasyonun her bir iiyesinin sahip oldugu alellerin toplamin
ifade eder, yani iireyebilen tiim bireylerin olusturdugu gametlerin tamamidir. Belirli bir alele
sahip olan gametlerin popiilasyonun gen havuzunda olan toplam gametlere orani alel frekansi
olarak adlandirilir (59). Alel frekansi, bir popiilasyondaki genetik c¢esitliligi veya gen
havuzunun zenginligini karakterize etmek i¢in kullanilir (60). Popiilasyon genetiginin deneysel
yoOnii popiilasyondaki genetik gesitliligi inceler, teorik yonii bu varyasyonlarin bir nesilden

digerine nasil degistigini ve bu degisimi hangi faktorlerin etkiledigini arastirir (59).

1908 yilinda Ingiliz matematik¢i Godfrey H. Hardy ve Alman doktor Wilhelm Weinberg
gelistirdikleri matematiksel bir modelle gen havuzundaki alel frekanslari ile genotip frekanslar
arasindaki teorik iliskiyi acikladilar. Hardy-Weinberg kurali olarak adlandirilan bu model
sonsuz biiyiikliikte olan ve rastgele ciftleserek lireyen popiilasyonda, mutasyon, go¢, dogal
secilim veya genetik siiriiklenme olmadig1 varsayildiginda, alel frekanslarinin nesilden nesile
ayni kalacagini belirtir. Bu ilke bir popiilasyondaki alel frekansindaki degisiklikleri 6l¢gmek icin
bir standart verdigi i¢in ¢cok dnemlidir. Belirtilen bu kosullar altinda Hardy-Weinberg modeli

iki sonuca varir:

e Gen havuzundaki alellerin frekanslari zamanla degigmez.
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e [Eger bir lokus yalniz iki alele (A,a) sahipse, rastgele bir ¢iftlesmeden sonra olusabilecek

genotiplerin (AA,Aa,aa) popiilasyondaki frekanslari su sekilde hesaplanabilir:
p*+ 2pg +¢* =1
Burada p = A alelinin frekansini, q = a alelinin frekansini temsil etmektedir.

Bu kriterleri karsilayan bir popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu sdylenir. Hardy-
Weinberg dengesi, popiilasyondaki alel ve genotip frekanslar1 arasindaki iliskiyi gostermek i¢in
Mendel’in bagimsiz ayrisim prensibi ve basit olasilik ilkelerini kullanir. Hardy-Weinberg
dengesi, popiilasyonun evrimlesemeyecegi kosullar1 tespit ederek, alel frekanslarinin
degismesine neden olan faktorleri belirler. Baska bir sozle, Hardy-Weinberg, belirli kosullari
sabit tutarak, evrim giiclerini izole eder. Hardy-Weinberg dengesinin uygulanmasi, bir
popiilasyonun gen havuzundaki evrim giicleri tarafindan ¢alistirilmayan "notr genleri" de ortaya
cikarabilir. Bu dengenin 6énemli ii¢ sonucu vardir. Birincisi, dominant 6zellikler mutlaka bir
nesilden digerine artmaz. ikincisi, bir popiilasyonda genetik gesitlilik korunabilir, ¢iinkii ideal
bir popiilasyon bir kez kurulduktan sonra alel frekanslarinin degismeden kaldigini gosterir.
Ugiinciisii, Hardy-Weinberg dengesine uyan bir popiilasyonda, sadece bir genotipin frekansini

bilmek, o lokustaki diger tiim genotiplerin frekanslarin1 hesaplamamizi saglar (57,59).

Hardy-Weinberg dengesi, DNA profillemesi de dahil olmak iizere genetik ¢caligmalarda énemli
bir rol oynar. Adli DNA analizinin istatistiksel degerlendirmesindeki ana gérevlerden biri, bir
DNA profilinin eslesme olasiligini degerlendirmektir. Bu degerlendirme, popiilasyonun Hardy-
Weinberg dengesinde (HWE) oldugu durumda yapilabilir. Genetikte, popiilasyon Hardy-
Weinberg dengesindeyse, belirli bir lokustaki bir genotipin iki aleli istatistiksel olarak
birbirinden bagimsizdir ve bu hesaplamalar1 biiyiik 6lgiide basitlestirir. Hardy-Weinberg
dengesi DNA profillemede yaygin olarak kullanildigindan, belirli bir popiilasyon i¢in ne kadar

gegerli oldugunu kontrol etmek onemlidir. Hardy-Weinberg dengesini test etmek icin bazi
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yaygin ydntemler vardir. Bunlardan en yaygin olanlar1 “Exact testi” ve Ki-kare (x?) analizidir.
Ki-kare testi gdzlenen genotip frekanslarin1 Hardy-Weinberg dengesine gore beklenen genotip

frekanslari ile karsilastirir:

<2 = Z (gbzlenen genotip frekansi — beklenen genotip frekansi)?

= beklenen genotip frekansi
genotipler

Bu formiille hesaplanir(59,61).

2.4.3. Popiilasyon genetiginde ve adli genetikte kullanilan istatistiksel parametreler
Bir adli DNA analizinin {i¢ olas1 sonucu vardir: dislama, sonu¢ elde edememe ve dahil etme.
Bunlardan yalniz dahil etme igin istatistie gerek vardir. Istatistiksel parametreler rastgele
eslesme olasiligini, baska bir deyisle belirli bir genotipin (DNA profilinin) popiilasyonda
goriilme sikliginmi belirlemeye yardimer olur. Diinya iizerinde yasayan tiim insanlarin DNA
profillerine erisme liiksiimiiz olmadig1 i¢in, daha kiiclik popiilasyon gruplar1 kullanilmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in ¢esitli etnik/irksal popiilasyon gruplarindan alel frekanslari toplanir.
Bir DNA profilinin rastgele eslesme olasilig1 profilde bulunan alellere, kullanilan popiilasyon
alel frekanslarima ve popiilasyon altyapisi veya akrabalik derecesini agiklayan genetik

formiillere dayal1 olarak belirlenir (61).

Rastgele eslesme olasiligi (random match probability — RMP) belirli bir popiilasyonda rastgele
secilmis bir bireyin DNA profiline bu birey disinda baska birinin sahip olma olasiligidir. Bazen
popiilasyonda bir DNA profilin goriillme siklig1 olarak da yorumlanabilir ve bu formiille

hesaplanir:

m
Py = Z D
k=1

Py — eslesme olasiligy,
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Pi— her farkli genotipin frekansi,
m — farkli genotiplerin sayisi.
Birkag lokus i¢in birlesik eslesme olasiligi, tiim lokuslar i¢in degerin ¢arpimidir.

Ayrim giicli (power of discrimination- PD) bir lokusun rastgele se¢ilmis iki bireyi bir-birinden
ayirt etme giiclinli gostermek icin kullanilan bir 6lctidiir. Bagka bir deyisle, rastgele segilen iki

bireyin farkli genotiplere sahip olma olasiligidir:

pp =1— py
pp —ayrim gucu,
pum — eslesme olasilig.

Birkag lokusun birlesik ayrim giicii bu formiille hesaplanir:

n
Ppcomp =1 — 1_[(1 — Pp;)
i=1

Ppeom» — birlesik ayrim giicii,
Ppi — lokusun bireysel ayrim giicii,
11 — carpim isareti.

Dislama giicii (power of exclusion - PE) popiilasyondan rastgele se¢ilmis bir kisiden farkli olan
kisilerin oranm1 olarak bilinir. Ayn1 zamanda, babalik testlerinde kullanilan genetik belirtecin
biyoljik baba olmayan bireyleri digslama yetenegini karakterize etmek i¢in kullanilan genel bir

ol¢tidiir. Bu formiille hesaplanir:
PE = h%(1 —2hH?)

h — lokustaki heterozigotluk,
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H — lokustaki homozigotluk.

Birkac lokus i¢in diglama olasilig1 bu formiille hesaplanir:

L
PEomy =1—| [0 PE)
=1

L - lokuslarin sayist,
PE; —I’inci lokus icin diglama giicii,
11— carpim isareti (10,16,61).

Polimorfik bilgi igerigi (Polymorphic information content — PiC) bir lokusun polimorfik
diizeyini gosterir. Bir ¢cocugun anne ve babadan gelen allellerinin ¢ikarsanabilir olma olasiligi
veya bir ebeveynin ¢ocuga hangi alleli aktardigini ¢ikarabilme olasiligi olarak yorumlanabilir.
Bir ebeveyn homozigot oldugunda veya her iki ebeveyn ve ¢ocuk ayni heterozigot genotipe

sahip oldugunda bu ¢ikarim yapilamaz. Asagidaki formiille hesaplanir:
1 n 2 n
PiC=1 —Zp? —(Zpi2> +ZPZ’
i=1 i=1 i=1
pi — her bir farkli alelin frekansi,

n — farkl alellerin sayis1 (10,62).

Gen gesitliliginin (gene diversity — GD) farkli tanimlar1 vardir. Bu parametre, popiilasyondan

rastgele secilen iki alelin farkli olma olasiligini tanimlar:

n - 6rneklenen gen kopyalarinin sayisi,

pi— 1 alelinin popiilasyondaki alel frekansidir (62).
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Wright'in tanimladig1 fiksasyon indeksleri veya F istatistikleri, popiilasyon yapisini tanimlamak
icin en yaygin olarak kullanilan parametrelerdir (63). Fst alel frekanslarindaki farkliliklarin
karsilastirilmasiyla popiilasyonlarin birbirinden ne kadar "farkli" oldugunu degerlendirmek i¢in
kullanilan bir yontemdir. Popiilasyonlarin alel frekanslari1 arasinda fark olmamasi (Fs=0),
poplilasyonlar arasinda alel frekanslarini esitleyen yiiksek miktarda gen akisit oldugu anlamina
gelir. Fst =1 olmasi ise popiilasyonlar arasinda higbir alel paylasilmadigini, yani hi¢ gen akisi

olmadigini gosterir. Fs, alt popiilasyonlar arasindaki genetik farkliligin 6l¢iistidiir:

Fe =1- (HS/HT)

Hs- alt popiilasyonlarda beklenen heterozigotlugun ortalamasi,

Hr- tiim popiilasyonda beklenen heterozigotlugun ortalamasi (64).
2.4.4. Veri analizinde kullamlan programlar

2.4.4.1. Arlequin 3.5.
Arlequin, veri analizi i¢in kullanilan iicretsiz bir popiilasyon genetigi yazilimidir. Fiksasyon
indeksi (Fst), genetik uzaklik hesaplama, Hardy-Weinberg dengesi, baglanti dengesizligi ve
ikili karsilastirma testleri dahil olmak tlizere ¢esitli test ve hesaplama tiirlerini gergeklestirir.
Arlequin'in amaci, popiilasyon genetigindeki ortalama kullaniciya, bir popiilasyonun genetik ve
demografik 6zellikleri hakkinda bilgi elde etmek icin oldukga genis bir dizi temel yontem ve
istatistiksel test saglamaktir. Arlequin popiilasyon i¢i veri analizi zamani herhangi
popiilasyonun kendi genetik Ozellikleri hakkinda bilgiler ¢ikarir. Popiilasyonlar arasi veri

analizinde ise orneklerin birbirleriyle karsilagtirmasi yapilir (65).
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2.4.4.2. PowerStats v.1.12
Microsoft® Excel ¢aligma sayfasina sahip olan, genotip verilerini dogrudan ¢alisma sayfasina
yapistirabilen bir yazilim dosyasidir. Veriler girildikce, bu yazilim dosyasi otomatik olarak alel

frekanslarini hesaplar ve 1tk veya alt grup parametre analizini gergeklestirir (66)

2.4.4.3. MEGA X v.10.0.5
MEGA, evrimsel mesafeleri tahmin etmek, filogenetik agaglar1 yapilandirmak ve evrimsel
acidan temel istatistiksel parametreleri hesaplamak i¢in etkilesimli, kullanic1 kolaylikli bir
platform sunar. MEGA, tek bir program paketi kullanarak evrimsel perspektiften ¢oklu gen

dizilerinin veri analizini kolaylagtirmak i¢in tasarlanmistir (67).

2.4.4.4. Genetix 4.0.5
Genetix F istatistikleri ve baglant1 dengesizligi (linkage disequilibrium — LD) gibi popiilasyon
genetiginin birkac temel parametresini hesaplayan bir program setidir. Bunlarin her biri i¢in,
permiitasyonlar kullanilarak sifir hipotezi altindaki parametre degerlerinin sematik dagilimi
olusturulur. Bu program ile genotip verileri herhangi genetik analiz i¢in uygun formata
doniistiiriilebilir. Genotip verileri hem elle girilebilir, hem de Microsofte Excel dosyasindan

kopyalanarak veya metin sekmeyle ayrilmis (.txt) biciminde agilabilir (68).

2.5. Azerbaycan’dan Tiirkiye’ye go¢

Azerbaycan, Bati Asya ve Dogu Avrupa’nin kesistigi Kafkasya’da bulunan en biiytik iilkedir.
2021 yyili itibariyla Azerbaycan niifusu  10.119.100 kisidir. Niifusun % 91.6°1
Azerbaycanlilardan, % 8.4’1 ise 80’den c¢ok diger milletlerden olugsmaktadir. Bunlarin % 2’si
lezgiler, % 1.3’0 ermeniler, % 1.3’1 ruslar, % 1.3’1 taliglardir. Azerbaycan niifusunun geri
kalanini ise avarlar, tatarlar, tatlar, udinler, yahudiler, kiirtler, saxurlar, xinaliglar ve baska etnik
gruplar olusturmaktadir (69). 1918 yilinda Azerbaycan Demokratik Cumhuriyeti kurulmus ve

2 yil sonra Sovyetler Birligi tarafindan isgal edilmistir. 1990 sonrasinda Sovyetler Birliginin
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parcalanmasiyla Azerbaycan’dan Tiirkiye’ye gocler baslamis ve 2000 yilinda Azerbaycan
(9.031 kisi ile), Tiirkiye’de yasayan yabanci uyruklularin istatistiginde ilk 20’ye girmistir (70).
21.10.2021 tarihi itibartyla T.C. Igisleri Bakanhgi Gog Idaresi Genel Miidiirliigiiniin
istatistiklerine gore 58.001 Azerbaycanl ikamet izni ile Tiirkiye’de yasamaktadir. Azerbaycan
Tiirkiye’de ikamet izni ile yasayan ilk 10 uyruk arasinda 7°ci siradadir. Aile ikamet izni ile
Tiirkiye’de bulunan 12.233 Azerbaycanli vardir ve bu gosterge ile Azerbaycan ilk siradadir.
Ogrenci olarak ikamet eden kisi sayisina ( 9.405 kisi ) gore ise Azerbaycan ikinci siradadir (71).
Bu istatistikler yalniz resmi kayit yaptiran ve ikamet izni alanlardir. Bununla birlikte diizensiz
goc de gerceklesmektedir. Istatistiklere gdre Azerbaycan’dan Tiirkiye’ye go¢ genellikle 6grenci
ve aile gocl seklinde olmustur ve bu gog¢ bir 6nceki yila gore artis gostermektedir. Tirkiye
Cumbhuriyeti ve Azerbaycan arasinda olan dostluk ve kardeslik baginin tarih boyunca {ist
seviyede olmasi, bu iki iilke arasindaki ikili anlagmalar, egitimde ve kiiltiirel alanda igbirlikleri

ve yatirimlar gociin artisina sebep olmustur (72).
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3. Gere¢ ve Yontem
Bu tez calismasinda aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan, DNA o6rneklerinin bilimsel
calismalarda kullanilmasina riza gosteren saglikli bireylerden, Azerbaycan’in tiim cografi
bolgelerini yansitacak sekilde toplanmis 182 agiz i¢i siirlintii 6rnegi Filoglu ve ark. tarafindan
gelistirilen 34 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307789, rs2307521, rs2308112,
1s2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671, 1s33972805,
1525549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480, 1s28369942,
1s2307838, 13062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363, rs2067147,
rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokuslari, Y kromozomu iizerinde
bulunan (rs2032678) 1 InDel lokusu ve cinsiyet belirteci olan amelogenin (AMG-XY)

lokusundan olusan 36-InDelplex paneli kullanilarak tiplendirildi.

182 kisinin genotipleri belirlendikten sonra elde edilen verilerin istatistiksel analizi
gerceklestirildi. Arlequin v.3.5.1.2 yazilim programiyla alel frekanslari, popiilasyonlararasi
farklilasma (Fst) ve Hardy-Weinberg dengesi, PowerStats (Promega) Microsoft® Excel dosyasi
programu ile adli istatistiksel parametreler hesaplandi. Filogenetik aga¢ ¢izimi Mega X v.10.0.5

programiyla yapildi.

Bu tez ¢alismasi Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii, Ar-Ge
Genetik laboratuvarinda gerceklestirilmistir ve deney agamasinda bu laboratuvarda bulunan

demirbas cihazlar ve laboratuvar ekipmanlar1 kullanilmistir.

3.1. Deneyde Kullanmilan Gerecler

3.1.1. Cihazlar
e Eppendorf/ Brand otomatik pipetleri (2,5 pl, 20 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 pl)

e Vorteks (Weightlab Instruments)
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Kuru 1sitic1 blok (Bio TDB100-Biosan)

Florometre (Qubit 4-Thermo Fisher)

Mikrosantrifiij (Unicfuges-5)

Thermal dongii cihazi (SimpliAmpTM Thermal Cycler-Applied BiosystemsTM)
Buzdolabi (Vestel)

Derin dondurucu (Delta)

Bilgisayar kontrollii genetik analizér 3500x/ (ABI PRISM® 3500x/)

DNA/RNA UV biyogiivenlik kabini (Kabin UVT/T-MAR-Grand Bio)

3.1.2. Ticari kitler

E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (Omega Biotek)

Quant-iTTM dsDNA HS (High Sensetive) Assay (Invitrogen)

PCR Master Mix (Qiagen)

Floresan (6-FAM, JOE, ATTO-550, ATTO-565) ile isaretli primerler (Biospring/The

Oligo Company)

3.1.3. Kit dis1 kimyasallar

Etanol (%96°11k)

PBS (Phosphate Buffered Saline) tamponu

3.1.4. Kapiler elektroforez asamasinda kullanilan kimyasallar

Hi-Di™ (highly deionized) Formamide (Thermo Fisher Scientific)
GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard (Thermo Fisher Scientific)
POP-7 Polimer (Performance Optimized Polymer 7) (Thermo Fisher Scientific)

10X EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) tamponu (Thermo Fisher Scientific)
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3.2. Deney Asamasi

Deney asamasindaki siire¢ asagida gdsterilmistir.

. DNA
Orneklerin izolasyonu PCR

PCR
iriinlerinin
toplanmast ve miktar asamast

tayini

elektrofore
71

3.2.1. DNA orneklerinin toplanmasi
Bu ¢alismada 22.12.2020 tarihli ve 166408 sayili istanbul Universitesi-Cerrahpasa Etik Kurulu
karar1 (EK-2) ile “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (EK-1)"nu imzalayarak ¢aligmaya
katilmaya riza gosteren, Azerbaycan’da dogmus, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan,
Azerbaycan’nin tim bolgelerini yansitan, Azerbaycan kokenli 182 saglikli kisilerin DNA
ornekleri kullanildi. Bu kisilere Azerbaycan Kiiltiir ve Egitim dernegi vasitasiyla ulasildi ve
caligmaya goniilli olarak katilmayr kabul eden kisilerden agiz ici siiriintii (svap) ornekleri
alindi. Azerbaycan’in tiim bolgelerinden homojen olacak sekilde 6rnek alinabilmesi igin

Azerbaycan Istatistik Kurumunun 2019 niifus verilerinden yararlanildi (Sekil 6) (69).



Tablo II. Kullanilan 6rneklerin bolgelere gore dagilimi.
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Ornek sayisi
Bolge Kadin Erkek Toplam
Abseron 27 28 55
Kuba-Ha¢gmaz 7 5 12
Seki-Zakatala 5 5 10
Daglik Sirvan 5 3 8
Aran 14 16 30
Gence-Kazah 13 9 22
Yukar1 Karabag 7 7 14
Kelbecer-Lagin 3 3 6
Lenkeran-Astara 6 9 15
Nahgivan 5 5 10
Azerbaycan geneli 92 90 182

Lenkeran-Asfafigivan, 5.1, 5%
9.3, 9%
Kelbecer-Lagin,
2.5,2%
Yukari Karabag,
6.8,7%

Gence-Kazah,

Abseron, 28.7,

Kuba-Hagmaz, 5.5,

13.1, 13%
6%

Seki-Zakatala, 5.7,
6%
Aran, 20.2, 20%

Sekil 6. Azerbaycan boélgelerine gore niifus dagilimi (69)
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3.2.2. DNA izolasyonu ve miktar tayini

Ag1z ici stirlintii 6rneklerinden DNA izolasyonu i¢in E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (Omega

Biotek) kullanildi. DNA izolasyonundan sonra DNA miktar tayini florometrik yontemle

yapildi. Bunun i¢in Quant-iT™ dsDNA HS (High Sensetive) Assay Kit ve cihaz olarak Qubit®

4.0 (Thermo Fisher) kullanildi.

10.

11.

12.

13.

3.2.2.1. E.Z.N.A Tissue DNA Kit ile agizici siiriintii orneklerinden DNA izolasyon
taliman
1.5 mL’lik mikrosantrijiij tiipiine 400 uL PBS eklendi, goniillillerden alinmis iki tane
svap sirastyla tiipe konuldu ve 20 dakika bekletildi.
Svaplari ¢ikardiktan sonra tiipe 25 pL. Proteinaz K eklendi.
Ardindan 250 pL Buffer BL eklendi ve 15 sn. vortekslendi.
70° C’de 10 dk. inkiibe edildi.
Uzerine 250 pL Etanol (%96-100) eklendi ve 15 sn. vortekslendi.
Mikrosantrifiij tiipiindeki lizat HiBind® mini spin kolona transfer edildi ve 12.000
rpm’de 1 dk. santrijiij edildi. ( Tiipteki lizat bitene kadar santrijiij asamasi tekrar edildi.)
Altindaki filtrat igeren tiip atild1. Yeni toplama tiipii eklendi.
Kolona 500 pL. HBC Buffer eklendi.
14.000 rpm’de 30 sn. santrijiij edildi ve altindaki toplama tiipii atilip yeni toplama tiipii
eklendi.
Kolona 700 uL. DNA Wash Buffer eklendi.
14.000 rpm’de 30 sn. santrifiij edildi. Altindaki filtrat atilip toplama tiipii tekrar
kullanildi.
Kolona 700 uL. DNA Wash Buffer eklendi.
14.000 rpm’de 30 sn. santrifiij edildi. Altindaki filtrat atilip toplama tiipii tekrar

kullanildi.



14.

15

16.

17.

18.
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Kolon bos olarak 14.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi.

. HiBind® spin kolon 1.5 mL’lik mikrosantrijiij tiipiine alind1.

Verimi arttirmak i¢in 70° C’de 1sitilmig 80 pL Elution Buffer eklendi ve 2 dk. oda
1s1sinda (25° C) bekletildi.
14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

Spin kolon atilip izolatlar parafilmlendi ve uzun siireli saklama i¢in -20° C’ye kaldirildu.

3.2.2.2.Quant-iT™ dsDNA HS Assay kit ile DNA miktar tayini

. 2 adet standart ve 0rnek sayisi goz Oniine alinarak her bir 6rnek i¢in 199 pL buffer ve 1

uL kit reagent eklenip ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Cihazin kalibrasyonu i¢in 1. ve 2. tiipe 190 pL buffer-reagent konuldu ve {izerine 10uL
Standart 1 ve Standart 2 eklendi.

Ornekler igin tampon-reagent karisimindan cihaza 6zgii tiipe 199 pL konuldu ve iizerine
1 uL DNA izolati1 eklendi. Tiipler birka¢ saniye vortekslendi.

Oda sicakliginda (25°C) 2 dakika inkiibe edildi.

Standart 1 ve Standart 2 sirastyla okutularak cihazin kalibrasyonu yapildi.
Kalibrasyonu yapilmis Qubit® cihazina 6rnek tiipleri yerlestirilerek DNA miktari

olciildii.

3.2.3. PCR asamasi

Bu calismada calisma protokoliine uygun calisildi. izolasyonu ve miktar tayini yapilan 182
DNA orneginde Filoglu ve arkadaglari tarafindan gelistirilen ve optimize edilen 36-InDelplex
panelinin amplifikasyonu yapildi. PCR reaksiyonu optimizasyonu ve validasyonu yapilan

panelin protokoliine uygun sekilde yapildi (53,56,73).
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Tablo III. PCR primer mix karigim miktarlari.

Primer stok karisim Primer stok karisimi
Kod Kod
(10pM/pl) (10pM/pl)

ID26 1.2 ul ID23 1 ul
ID3 1 pl ID22 1,5 ul
ID16 1,4 ul ID14 1,5 ul
ID32 1,4 pl ID30 1 pl
1D9 1,5 ul ID1 1l
ID36 2ul ID4 22 ul
ID2 2ul ID17 0,5 ul
ID37 1,5 ul ID28 1 ul
ID10 1,4 ul ID19 2 ul
ID8 1 ul

ID31 1,5 ul ID25 2,2 ul
ID27 2,2 ul ID21 1,6 pl
ID15 1,8 ul ID29 2,2 ul
ID24 2,2 ul ID12 1.2 ul
ID5 1.2 ul ID18 1.2 ul
ID34 2,2 ul ID20 33 ul
ID11 2,2 ul ID7 3l
ID35 2,2 ul ID13 9ul
ID33 2 ul

PCR bilesenleri Tablo IV’de gosterilen miktarlarda olusturuldu. PCR karisimi buz iistiinde
hazirlandi. DNA ornekleri 0.5-2 ng araliginda olacak sekilde sulandirildiktan sonra PCR

karigimina ilave edildi. Karisimin bulundugu tiiplerde baloncuk olmamasina dikkat edildi.



Tablo IV. PCR bilesenleri miktarlari.

Miktar (pl) her bir

PCR Bilesenleri Toplam Hacim
ornek i¢in

Master Mix 4.2 ul

Primer Mix 3l

Taq polimeraz 0.5l 10.7 ul

DNA (1 ng/ul) 2l

Distile Su Il

PCR, SimpliAmpTM Thermal Cycler-Applied BiosystemsTM

1s1  dongii

gerceklestirildi. PCR dongii kosullar: Tablo V’de gosterildigi sekilde yapildi.

Tablo V. PCR dongii kosullari.
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cihazinda

Sira Islem Sicaklik Degeri Siire Déngii
1 Denatiirasyon 95°C 11 dakika
20 saniye
94 °C
30 dongii

2 Amplifikasyon

62 °C 3 dakika
3 Uzama 60 °C 60 dakika
4 Bekletme 4°C o0




3.2.4. PCRiiriinlerinin elektroforezi

PCR fiiriinlerinin elektroforezi drneklerin elektroforeze hazirlanmasi, cihaza yiilenmesi ve
verilerin analizi olmak {iizere 3 basamaktan olusmaktadir. PCR firiinlerinin elektroforezi
Genetiks Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi ve Laboratuvarlari’nda Applied Biosystems™ 3500
genetik analizor cihazinda gergeklestirildi. Elde edilen veriler GeneMapper v.5.0 (Thermo

Fisher Scientific) programinda analiz edilerek 182 kisinin otozomal kromozomlarindaki 36

InDel lokusuna ait genotipleri belirlenmistir.

3.2.4.1.0rneklerin elektroforeze hazirlanmasi

Applied Biosystems™ 3500 genetik analizor cihazinda analizi yapilacak, her bir drnek i¢in

Tablo VI’da gdsterilen karisim hazirlandi. Her bir yiiriitmede pozitif kontrol ve negatif kontrol

Oornekleri de hazirland.

Tablo VI. Elektroforez bilesenleri ve miktarlari.

Kullanilan malzemeler

Miktar (ul) (bir 6rnek igin)

Hi-Di™ formadide 10 pl
GeneScan ™ LIZ 500 Size Standard 0.3 ul
PCR {irtinii I ul
Toplam hacim 11.3 ul

3.2.4.2.0rneklerin elektroforezi

Ornekler 36 cm kapillerle, POP-7 polimeri kullanilarak GS STR POP7 (1 ml) G-5

modiiliinde; Tablo VII’de verilen parametrelere gore analiz edildi.




Tablo VII. Elektroforez kosullari.
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GS STR POP7 (1 ml) G-5
Parametre
Modiil
Matriks InDel matriksi

Injeksiyon zamani 24 sn.
Injeksiyon voltaji 1.2kV
Yiiriitme zamam 1050 sn.
Yiiriitme sicakhgi 60°C

3.2.4.3.Verilerin analizi

Applied Biosystems™ 3500 genetik analizor cihazinda elektroforez sonrasi elde edilen verilerin

yorumlanmasit GeneMapper v.5.0 (Thermo Fisher Scientific) analiz programi kullanilarak

gerceklestirildi. Once her 6rnek icin 500 LIZ™ Size Standard (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160,

200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 ve 500) kontrol edildikten sonra analiz yapild1 (Sekil 7).

Alel boyutlar1 bilinen ve mavi, yesil, siyah, kirmiz1 renklerdeki floresan boyalar (FAM, JOE,

ATTO-565, ATTO-550) dikkate alinarak elektroforegramdaki pikler degerlendirildi ve kisilerin

InDel genotipleri belirlendi.

350 400 450 29600

1000 . 200 200

100

RFU

0 4000 2000 3000 4000 5000

Fragment uzunlugu (bg)

Sekil 7. 500 LIZ™ Size Standard
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3.2.5. Cahismada kullanilan istatistiksel yontemler
182 kisinin 36 InDel lokusuna ait genotipleri belirlendi ve Arlequin v.3.5.1.2 programi

kullanilarak (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3512/) Azerbaycan popiilasyonunun alel

frekanslari, beklenen (He) - gbzlenen (Ho) heterozigotluk oranlar1 ve Hardy-Weinberg dengesi
(p degeri) hesaplandi. Arlequin i¢in gereken dosya formatini olusturmak i¢in Genetix v.4.0.5.2
(https://kimura.univ-montp2.fr/genetix/) yazilim programi kullanildi. Ayrica, PowerStats
(Promega) Microsoft® Excel dosyasi1 kullanilarak her bir lokus i¢in adli istatiksel parametreler
hesaplandi. Bu parametreler; ayrim giicii (PD), eslesme olasilig1 (Pm), diglama giicii (PE),
polimorfik bilgi igerigi (PIC), tipik babalik indeksi (TPI)’dir. Arlequin v.3.5.1.2 programi
kullanilarak popiilasyonlar arasindaki farklilasma derecesini belirlemek i¢in FST degerleri
hesaplanmistir. Fst degerlerinden yararlanarak da Mega X v.10.0.5 programu ile filogenetik

agac cizilmistir.


http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3512/
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4. Bulgular
Bu calismada Filoglu ve arkadaslari tarafindan optimizasyonu ve validasyonu yapilmis
otozomal kromozomlar iizerinde olan 34 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135,
152307789, rs2307521, rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514,
1s56168866, rs16671, rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981,
1546460006, rs6480, 1s28369942, 152307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496,
rs1610937, rs16363, rs2067147, rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191)
lokusu, Y kromozomu iizerinde bulunan (rs2032678) 1 InDel lokusu ve amelogenin (AMG-
XY) lokusundan olusan 36-InDelplex paneli kullanilarak Azerbaycan popiilasyonundaki
genotipleri belirlendi. 182 goniilliiden alinan agiz ig¢i siiriintii 6rneklerinin genotipleri

belirlendikten sonra elde edilen verilerle istatistiksel degerlendirme yapildi.

Genotip tayini i¢in GeneMapper v.5.0 (Thermo Fisher Scientific) analiz programi, istatistiksel
analizler i¢in Arlequin v.3.5.1.2, Genetix v.4.0.5.2 yazilim programlar1 ve PowerStats
(Promega) Microsoft® Excel dosyasi, filogenetik aga¢ ¢izimi i¢in Mega X v.10.0.5 programi

kullanildi.

4.1.0tozomal 36 InDel Lokusuna Ait Genotiplerin Belirlenmesi

Azerbaycanli 182 goniilliiden toplanan agiz i¢i siiriintii 6rneklerinde DNA izolasyonu ve miktar
tayini yapildiktan sonra optimize edilmis 36 InDel primerleri kullanilarak 0.5-2 ng/ul DNA ile
PCR yapildi. Applied Biosystems™ 3500 genetik analizor cihazinda elektroforez yapildiktan
sonra GeneMapper v.5.0 (Thermo Fisher Scientific) analiz programi kullanilarak genotipler
belirlendi. 182 kisiye 36 InDel profili Ek-Tablo’da gosterilmektedir. Bir kadina ait genotip
elektroforegram goriintiisti Sekil 8’de ve bir erkege ait genotip elektroforegram goriintiisii Sekil

9’da gosterilmektedir.
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Sekil 8. 36 InDel lokusunun bir kadin 6rnegine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 9. 36 InDel lokusunun bir erkek 6rnegine ait elektroforegram goriintiisii

4.2

. Istatistiksel Bulgular

4.2.1. InDel lokuslarimin alel frekanslarinin belirlenmesi
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Arlequin v.3.5.1.2 programi kullanilarak 34 InDel lokusunun Azerbaycan popiilasyonunu

temsil eden 182 goniillilye ait alel frekanslar1 hesaplandi. Alel frekanslar1 Tablo VIII’de ve

grafiksel goriiniimii Sekil 10°da gosterilmistir.
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Tablo VIII. 34 InDel lokusunun Azerbaycan popiilasyonuna ait alel frekanslari.

Lokus Frekans Motif Lokus Frekans Motif
ID 1- 0.511 1D 20- 0.385
TG/TGAGTG -/GAAT
ID 1+ 0.489 1D 20+ 0.615
ID 2- 0.439 ID 21- 0.143
TGAA/TGAATGAA
ID 2+ 0.560 1D 21- 0.442 -/AA/CA
1D 3- 0.555 ID 21+ 0.415
-/AG
ID 3+ 0.445 1D 22- 0.775
GG/GGTGTGG
ID 4- 0.585 1D 22+ 0.225
AAGT/AAGTCAAGT
ID4+ 0.415 1D 23- 0.464
TAA/TAATAA
ID 5- 0.527 ID 23+ 0.536
-/AG
ID5+ 0.472 ID 24- 0.439
-/CT
ID 7- 0.613 1D 24+ 0.560
GTG/GTGTG
ID 7+ 0.387 ID 25- 0.538
A/ATA
ID 8- 0.415 1D 25+ 0.462
TAA/TAAGTTAA
ID 8+ 0.585 1D 26- 0.533
TG/TGTG
1D 9- 0.567 ID 26+ 0.467
GAGA/GAGAGA
ID9+ 0.431 1D 27- 0.385 TGATTG/TGATTG
ID 10- 0.475 AGGAAGG/AGGAAGGAA | ID 27+ 0.615 ATTG
ID 10+ 0.525 GG 1D 28- 0.382
CATC/CATCATC
ID 11- 0.483 ID 28+ 0.618
AATAA/AATAAAATAA
ID 11+ 0.516 1D 29- 0.701
T/TTGTT
ID 12- 0.302 1D 29+ 0.299
CAG/CAGCAG
ID 12+ 0.698 1D 30- 0.613
CATT/CATTCATT
ID 13- 0.472 1D 30+ 0.387
TAG/TAGATAG
ID 13+ 0.527 1D 31- 0.648 GACTT/GACTTG
1D 14- 0.610 ID 31+ 0.352 ACTT
-/ATCT
ID 14+ 0.390 1D 32- 0.445
GGG/GGGGG
ID 15- 0.376 GAGA/GAGAGA ID 32+ 0.555
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ID 15+ 0.624 ID 33- 0.511
-/TA
ID 16- 0.585 ID 33+ 0.489
TTT/TTTCTTT
ID 16+ 0.415 ID 34- 0.423
TGT/TGTGT
ID 17- 0.519 ID 34+ 0.577
TTCCTTC/TTCCTTCCTTC

ID 17+ 0.481 ID 35- 0.486 TGTTTTGTT/TGT
ID 18- 0.494 ID 35+ 0.514 TTTGTTTTGTT

TACAG/TACAGTACAG
ID 18+ 0.505
ID 19- 0.618

AAGGA/AAGGAAGGA
ID 19+ 0.382

ALEL FREKANSLARI
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0.9
0.8
0.7
0.6

05

0.4
0.3
§||

IDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDID
123 457 8 9510111213141516171819 20212223242526272829303132333435

o

Sekil 10. 34 InDel lokusunun alel frekans oranlarinin grafiksel goriiniimii

4.2.2. Hardy-Weinberg dengesi
Arlequin v.3.5.1.2 yazilim programi kullanilarak 34 InDel lokusuna ait p-degerleri hesaplandi
ve Hardy-Weinberg dengesi degerlendirildi. P degerleri Tablo 1X’da gosterilmistir. Analiz
sonucu hesaplanan p degerlerine gore popiilasyonda genotip dagilimi Hardy-Weinberg

dengesine gore beklenenden farkli bir sapma gostermemistir.



Tablo IX. Hardy-Weinberg dengesi tablosu.
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Lokuslar Goz. Het. | Bek. Het. | P degeri Lokuslar Goz. Het. | Bek. Het. | P degeri

ID1 0.53846 0.50114 0.37354 | ID 19 0.54396 0.47339 0.05801
ID 2 0.47253 0.49405 0.65197 | ID 20 0.56044 0.47468 0.01827
ID3 0.54945 0.49532 0.17484 | ID 21 0.63187 0.61355 0.02153
ID 4 0.53297 0.48683 0.22478 | ID 22 0.31868 0.35001 0.28651
ID 5 0.41758 0.49986 0.03669 | ID 23 0.53297 0.49882 0.37415
ID 7 0.41209 0.47593 0.08587 | ID 24 0.45055 0.49405 0.29569
ID8 0.47802 0.48683 0.87963 | ID 25 0.56044 0.49841 0.10271
ID9 0.52198 0.49192 0.45181 | ID 26 0.49451 0.49920 1.00000
ID 10 0.48901 0.50015 0.76961 | ID 27 0.47253 0.47468 1.00000
ID 11 0.49451 0.50083 0.88285 | ID 28 0.40110 0.47339 0.04490
ID 12 0.43956 0.42291 0.72426 | ID 29 0.45604 0.42072 0.29161
ID 13 0.47253 0.49986 0.54867 | ID 30 0.46703 0.47593 0.87588
ID 14 0.46154 0.47716 0.75493 | ID 31 0.47253 0.45724 0.74433
ID 15 0.44505 0.47073 0.52673 | ID 32 0.53846 0.49532 0.29153
ID 16 0.45604 0.48683 0.44489 | ID 33 0.46154 0.50114 0.30426
ID 17 0.44505 0.50064 0.13830 | ID 34 0.41758 0.48951 0.04910
ID 18 0.42857 0.50132 0.05554 | ID 35 0.51099 0.50100 0.88261

4.2.3. Adli istatistiki parametreler

PowerStats (Promega) Microsoft® Excel dosyasi kullanilarak 34 InDel lokusuna ait ayrim giicii

(PD), eslesme olasiligi (PM), polimorfik bilgi icerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik

indeksi (PI) gibi adli istatistiki parametreleri hesaplandi. Bu parametreler Tablo X’da

verilmistir.



Tablo X. Adli istatistiki parametreler.
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Lokuslar PM PD PIC PE TPI
ID1 0.397 0.603 0.37 0.223 1.08
ID 2 0.373 0.627 0.37 0.169 0.96
ID3 0.410 0.590 0.37 0.232 1.10
ID 4 0.408 0.592 0.37 0.218 1.07
IDS 0.345 0.655 0.37 0.125 0.86
ID7 0.368 0.632 0.36 0.121 0.85
ID8 0.379 0.621 0.37 0.169 0.96
ID9 0.396 0.604 0.37 0.207 1.05
ID 10 0.371 0.629 0.37 0.178 0.98
ID 11 0.373 0.627 0.37 0.183 0.99
ID 12 0.429 0.571 0.33 0.140 0.89
ID 13 0.364 0.636 0.37 0.165 0.95
ID 14 0.382 0.618 0.36 0.156 0.93
ID 15 0.383 0.617 0.36 0.144 0.90
ID 16 0.370 0.630 0.37 0.152 0.92
ID 17 0.353 0.647 0.37 0.144 0.90
ID 18 0.347 0.653 0.37 0.132 0.88
ID 19 0.428 0.572 0.36 0.229 1.10
ID 20 0.437 0.563 0.36 0.246 1.14
ID 21 0.241 0.759 0.53 0.331 1.36
ID 22 0.485 0.515 0.29 0.072 0.73
ID 23 0.396 0.604 0.37 0.218 1.07
ID 24 0.361 0.639 0.37 0.148 0.91
ID 25 0414 0.586 0.37 0.246 1.14
ID 26 0.374 0.626 0.37 0.183 0.99
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ID 27 0.389 0.611 0.36 0.165 0.95
ID 28 0.368 0.632 0.36 0.115 0.83
ID 29 0.436 0.564 0.33 0.152 0.92
ID 30 0.386 0.614 0.36 0.160 0.94
ID 31 0.406 0.594 0.35 0.165 0.95
ID 32 0.402 0.598 0.37 0.223 1.08
ID 33 0.358 0.642 0.37 0.156 0.93
ID 34 0.356 0.644 0.37 0.125 0.86
ID 35 0.381 0.619 0.37 0.197 1.02

Eslesme olasilig1 (Pm), ayrim giicli (PD), polimorfik bilgi icerigi (PIC), dislama giicii (PE),

tipik babalik indeksi (TPI)

4.2.4. Popiilasyonlar arasi farkhilasma (Fst degerleri)
Azerbaycan popiilasyonu i¢in arastirilan 34 InDel lokusunun diinyada ¢esitli popiilasyonlar
arasinda genetik benzerlik veya uzakligini belirlemek i¢in Fst hesaplandi. Cesitli popiilasyonlara
ait 34 InDel lokusunun (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307789, rs2307521,
rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671,
rs33972805, 1s25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480,
1s28369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363,
152067147, rs1160965, 1rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) alel frekans1 bilgilerine
1000 Genome INDELSs verilerinin bulundugu Ensembl

(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index) veri tabanindan ulasilmastir.

Azerbaycan popiilasyonu ile Afrika, Amerika, Avrupa, Giiney Asya ve Dogu Asya
poplilasyonlarina ait genotip bilgileri kullanilarak 34 InDel lokusu i¢in Arlequin v.3.5.1.2
programi ile Fst degerleri hesaplandi. Hesaplamalar sonucu elde edilen Fsr degerleri Tablo

XII’de, analiz sonucu elde edilen p degerleri Tablo XIII’de gosterilmektedir.



Tablo XI. Cesitli popiilasyonlarin 34 InDel lokusuna ait alel frekanslar1 (74)

Lokus
ID1

D2
ID3
ID4
IDS
ID7
ID8
ID 9
ID10
ID11
ID12
ID13
ID14
ID15
ID16
ID17
ID18

ID19
1D20

ID21
1D22
ID23
1D24
ID25
1D26
ID27
1D28
ID29
ID30
ID31
ID32
ID33
ID34
ID35

Azerbaycan

N=182
Del

0.511
0.439
0.555
0.585
0.527
0.613
0.415
0.567
0.475
0.483
0.302
0.472
0.610
0.376
0.585
0.519
0.494

0.618
0.385

0.585
0.775
0.464
0.439
0.538
0.533
0.385
0.382
0.701
0.613
0.648
0.445
0.511
0.423
0.486

Ins
0.489
0.560
0.445
0.415
0.472
0.387
0.585
0.431
0.525
0.516
0.698
0.527
0.390
0.624
0.415
0.481
0.505

0.382
0.615

0.415
0.225
0.536
0.560
0.462
0.467
0.615
0.618
0.299
0.387
0.352
0.555
0.489
0.577
0.514

Amerika

N=347
Del

0.501
0.344
0.416
0.300
0.331
0.561
0.366
0.390
0.313
0.452
0.641
0.434
0.301
0.715
0.486
0.532
0.476
0.679
0.277
0.467
0.398
0.373
0.483
0.386
0.411
0.484
0.703
0.594
0.500
0.500
0.392
0.585
0.398
0.429

Ins

0.499
0.656
0.571
0.700
0.669
0.439
0.634
0.610
0.687
0.548
0.359
0.566
0.699
0.285
0.514
0.468
0.524
0.321
0.723
0.533
0.602
0.627
0.517
0.614
0.589
0.516
0.297
0.406
0.500
0.500
0.608
0.415
0.602
0.571

Afrika
N=661
Del

0.264
0.841
0.277
0.245
0.660
0.908
0.435
0.662
0.139
0.318
0.791
0.404
0.455
0.295
0.133
0.424
0311
0.372
0.325
0.367
0.454
0.888
0.307
0.445
0.627
0.328
0.457
0.605
0.115
0.627
0.368
0.871
0.845
0.197

Ins

0.736
0.159
0.615
0.755
0.340
0.092
0.565
0.338
0.861
0.682
0.209
0.596
0.545
0.705
0.867
0.576
0.689
0.628
0.675
0.633
0.546
0.112
0.693
0.555
0.373
0.672
0.543
0.395
0.885
0.373
0.632
0.129
0.155
0.803

Avrupa
N=503
Del

0.485
0.453
0.368
0.433
0.460
0.416
0.538
0.458
0.551
0.448
0.773
0.537
0.370
0.710
0.639
0.603
0.430
0.529
0.395
0.369
0.375
0.487
0.453
0.454
0.491
0.405
0.626
0.673
0.581
0.581
0.412
0.432
0.330
0.445

Ins

0.515
0.547
0.625
0.567
0.540
0.584
0.462
0.542
0.449
0.552
0.227
0.463
0.630
0.290
0.361
0.397
0.570
0.471
0.605
0.631
0.625
0.513
0.547
0.546
0.509
0.595
0.374
0.327
0.419
0.419
0.588
0.568
0.670
0.555

Dogu Asya

N=504
Del

0.346
0.719
0.458
0.638
0.205
0.491
0.583
0.084
0.430
0.490
0.488
0.476
0.163
0.557
0.571
0.576
0.650
0.602
0.450
0.572
0.446
0.565
0.108
0.691
0.183
0.123
0.493
0.643
0.424
0.550
0.410
0.782
0.491
0.474

ins

0.654
0.281
0.542
0.362
0.795
0.509
0.417
0916
0.570
0.510
0.512
0.524
0.837
0.443
0.429
0.424
0.350
0.398
0.450
0.428
0.554
0.435
0.892
0.309
0.817
0.877
0.507
0.357
0.576
0.450
0.590
0.218
0.509
0.526
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Giiney Asya

N=489
Del

0.562
0.613
0.485
0.470
0.334
0.649
0.511
0.418
0.364
0.452
0.735
0.501
0.421
0.663
0.624
0.665
0.480
0.740
0.417
0.446
0.352
0.401
0.509
0.498
0.260
0.346
0.489
0.570
0.604
0.421
0.457
0.515
0.400
0.506

ins

0.438
0.387
0.508
0.530
0.666
0.351
0.489
0.582
0.636
0.548
0.265
0.499
0.579
0.337
0.376
0.335
0.520
0.260
0.583
0.554
0.648
0.599
0.491
0.502
0.740
0.654
0.511
0.430
0.396
0.579
0.543
0.485
0.600
0.494



Tablo XII. 34 InDel lokusunun popiilasyonlar aras1 Fst degerleri.

Azerbaycan | Afrika | Amerika | Dogu Avrupa | Gliney
Asya Asya
Azerbaycan 0.00000
Afrika 0.13556 0.00000
Amerika 0.02710 0.13384 | 0.00000
Dogu Asya 0.05672 0.15650 | 0.07388 | 0.00000
Avrupa 0.00919 0.14145 | 0.02093 | 0.07093 | 0.00000
Giiney Asya | 0.02510 0.14639 | 0.02429 | 0.06028 | 0.02312 | 0.00000
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Fst degeri 0-0.05 kiiciik, 0.05-0.15 orta diizey, 0.15-0.25 biiyiik, 0.25’ten biiyiik ise ¢ok biiyiik

bir genetik farklilasma

Tablo XIII. Fsr analizi sonucu elde edilen p degerleri.

Azerbaycan

Afrika

Amerika

Dogu Asya

Avrupa

Gliney

Asya

Azerbaycan

Afrika

0.0000+-0.0000

Amerika

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

Dogu Asya

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

Avrupa

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

Giliney Asya

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

0.0000+-0.0000

4.2.5. Filogenetik agac cizimi

Azerbaycan poplilasyonuna ait elde etdigimiz verilerle diger popiilasyonlara ait Ensemble veri

tabanindan ulastifimiz genotip verilerini karsilastirarak hesapladigimiz Fst degerlerini

kullanarak Mega X v.10.0.5 programinda “komsu birlestirme” (neighbor joining) yontemi ile
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filogenetik agac ¢izildi. 34 InDel lokusuna ait Fst degerleri ile ¢izilen filogenetik agac¢ Sekil

11°de gosterilmektedir.

0.00
Azerbaycan

ol
-

O'OOAvrupa
0.01
0-01 Amerika
0.04 U
0.00
8% Guney Asya
0-04 Dogu Asya
Afrika
0.08
—

0.02

Sekil 11. Komsu birlestirme yontemiyle ¢izilmis filogenetik agag
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5. Tartisma

Genetik kimliklendirmede genellikle STR ve SNP polimorfizmlerine dayali analizler
kullanilmaktadir. 15’ten fazla STR lokusunun eszamanli amplifikasyonuna izin veren
multipleks kitlerin ortaya ¢ikmasiyla genetik testlerin duyarliliginda ve hizinda bir artis
saglanmistir. Ancak, bozulmus ve diisik miktarda DNA Orneklerinden basarilt sonug
alinamadigindan, adli genetikte son arastirmalar, daha kisa amplikonlara sahip polimorfik
sistemlerin gelistirilmesine odaklanmigtir. InDel polimorfizmleri, hem STR’lerin, hem de
SNP’lerin arzu edilen 6zelliklerini kendisinde birlestirdigi i¢in adli kimliklendirme alaninda
onemli potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir. 2002 yilinda Weber ve arkadaslar1 2.000 diallelik
InDel polimorfizmini tanimlamistir (6,75). Mills ve arkadaglarinin 2006 yilinda yayinladiklar
caligmada InDel’lerin insan genomunda her 7,2 kb’da bir goriildiigii bildirilmis ve 415.000’den
fazla indel polimorfizminden olusan insan genomunun ilk InDel haritasi olusturulmustur (41).
Genom boyunca genis bir dagilima sahip olmalari, diisiik mutasyon oranlari, kiigiik amplikon
boyutlari, popiilasyon gruplari arasinda alel frekanslarinda 6nemli farkliliklar gdstermesi,
kapiler elektroforeze dayali basit ve bilinen yontemle analiz edilebilmelerinden dolay1 In-
Del’ler son yillarda adli genetik ve popiilasyon genetiginde 6nem kazanmis ve bir dizi
caligmalar yapilmistir (6). Son donemlerde, adli kimliklendirmede kullanilmak iizere, iki InDel
kiti (Investigator DIPplex® kit, InDelplex InDel Polymorphism Detection kit) ve bir gok

arastirmaci tarafindan cesitli InDel panelleri gelistirilmistir (45,49,76-78).

Bu tez ¢alismasinin amaci Filoglu ve arkadaslarmin gelistirdigi 36-InDelplex paneline dahil
olan 34 otozomal InDel lokusu, bir Y kromozomu iizerinde olan InDel lokusu ve amelogenin
lokusunun Azerbaycan popiilasyonundaki gen sikliklarin1 belirlemek, iilkemizde ve
Azerbaycan’da adli laboratuvarlarda kimliklendirme ve nesep tayininde kullanimini

saglamaktir.
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Calismanin ilk agsamasinda Azerbaycan’nin tiim bolgelerinden homojen sekilde toplanmig 182
ornegin (92 kadin, 90 erkek), izolasyon ve miktar tayini yapildiktan sonra optimizasyonu ve
validasyonu yapilan panelin protokoliine uygun sekilde genotiplendirildi. Bir kadin ve bir erkek
ornegine ait elektroforegram goriintiisii Sekil 8 ve Sekil 9’da gosterilmektedir. Elde edilen
genotip verileri kullanilarak 34 InDel lokusunun Azerbaycan popiilasyonundaki alel frekanslar
Arlequin v.3.5.1.2 programi ile hesaplandi. Elde edilen sonuglara bakildiginda en diisiik alel
frekans1 0.143 ile ID21 (rs56168866) lokusunda delesyon i¢in, en yliksek alel frekans1 0.775 ile
ID22 (rs2308112) lokusunda delesyon i¢in gozlendi (Tablo VIII ve Sekil 10). ID22 ve ID29
lokuslarinda alel frekans oranlarmin diger lokuslara gére daha az dengeli oldugu (ID22 -
0.775/0.225, ID29 - 0.701/0.299) ve ID22 lokusunun da heterozigotluk oraninin (0.31868)

diger lokuslara gore daha diisiik oldugu goriildii.

Popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigini belirlemek ic¢in yine Arlequin
v.3.5.1.2 programinda beklenen ve gozlenen heterozigotluk oranlar1 ve p degerleri hesaplandi
(Tablo IX). 36-InDelplex genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesine gore beklenenden farkl
bir sapma gostermemistir. Bu da ¢alistigimiz popiilasyonun dengede oldugunu ve drneklemin

dogru olusturuldugunu gostermektedir.

36-InDelplex panelinin otozomal 34 InDel lokusunun ayrim giicii (PD), eslesme olasilig1 (Pm),
polimorfik bilgi icerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi (PI) PowerStats
(Promega) Microsoft® Excel dosyasi kullanilarak hesaplandi (Tablo X). Adli istatistiki
parametreler her bir lokus i¢in ayr1 ayr ele alindiginda en yiiksek ayrim giicliniin ID21
lokusunda (0.759) ve en diisilk ayrim giiciiniin ID22 lokusunda gozlendi (0.515). 1D22
lokusunun diglama giiciiniin (0.072) diger lokuslara gore diisiik oldugu goriildi. Diglama
giicliniin en yiiksek oldugu lokus yine D21 lokusu (0.331) gozlemlendi. Rastgele eslesme

olasiligi ise en yiiksek ID22 lokusunda (0.485) ve en diigiik ID21 lokusunda (0.241) goriildii.
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ID21 lokusunun adli istatsitiki degerlerinin daha yiiksek olmasinin nedeni bu lokusun 3 alellik

(multialleik) varyasyon gostermesinden kaynaklanmaktadir.

Tiim lokuslarda gozlenen ortalama heterozigotluk orani1 0.4807 olarak hesaplandi. 34 lokus
birlikte ¢alisildiginda ortalama ayrim giicii %99.999999999999375124, ortalama dislama giicii
99.87056% olarak saptandi. Calistigimiz Azerbaycan popiilasyonunda panelin ortalama
rastgele eslesme olasiligt (CMP) 6.24x107"° olarak hesaplandi. Sonug olarak, séz konusu
panelin kimliklendirme ve nesep tayininde yeterli ayrim giicline ve diglama giiciine sahip

oldugu saptanmustir.

Li ve arkadaslariin gelistirdigi 29 InDel lokusundan olusan kimliklendirme paneli ¢alistigimiz
36-InDelplex paneli ile ortak iki lokus (rs1160981 ve rs16671) icermektedir. Cin Han
poplilasyonunda yapilan arastirmada rs1160981 (ID12) lokusunun ayrim giicii 0.650 iken,
Azerbaycan popiilasyonunda 0.571, rs16671 (ID32) lokusunun ayrim giicii Cin Han

poptilasyonunda 0.585 iken, Azerbaycan popiilasyonunda 0.598 gozlenmistir (79).

Pereira ve arkadaslarinin gelistirdigi 38 InDel lokusundan olusan panelle ortak olan rs2308137
(ID15), rs33972805 (ID24), rs1610919 (ID25) lokuslarinin Afrika (0.569, 0.594, 0.624),
Avrupa (0.599, 0.624, 0.608) ve Dogu Asya (0.621, 0.307, 0.575) popiilasyonlarindaki ayrim
giicleri Azerbaycan (0.617, 0.639, 0.586) popiilasyonunda gézlemledigimiz ayrim giicleri Dogu
Asya hari¢ benzerdir (43). 38 InDel panelinin rastgele eslesme olasiligi calisilan
popiilasyonlarda 107'* ile 1073 degisiyor ve bu panelimizin Azerbaycan popiilasyonunda

eslesme olasilig1 (6.24x107'%) ile benzerdir.

30 InDel lokusu ve 1 amelogenin lokusundan olusan Investigator DIPplex® Kkiti (Qiagen) ile
calistigimiz panel arasinda ortak 5 lokus (rs28369942, rs1610937, rs2308072, rs2308163,
rs16363) bulunmaktadir. Larue ve arkadaslarinin DIPplex® kiti ile yaptiklar1 popiilasyon

caligmasinda Afrika-Amerika, Asya, Kafkasya, Giiney-Bati Hispanik popiilasyonlarinda,
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Diivenci ve arkadaslarinin yine ayni kitle Tiirkiye popiilasyonunda yaptiklar1 arastirmada 5

lokusta gozlemlenen rastgele eslesme olasiliklari benzer oranlardadir (Tablo XIV) (47).

Tablo XIV. Investigator DIPplex® kiti ile ortak 5 lokusun c¢esitli popiilasyonlarda rastgele

eslesme olasiliklar (47).

Rastgele Eslesme Olasiliklar: (PM)
Afrika- Asya Kafkasya Giiney-Bat1 Tiirkiye Azerbaycan
Amerika N=80 N=75 Hispanikler N=250 N=182
N=77 N=69

1s28369942 (ID4) 0.4468 0.3591 0.3860 0.4371 0.366 0.408
rs1610937 (ID10) 0.5561 0.3909 0.4404 0.4799 0.348 0.371
1rs2308072 (ID19) 0.3962 0.3947 0.3472 0.4157 0.365 0.428
1rs2308163 (ID27) 0.4427 0.5134 0.3657 0.3989 0.376 0.389
rs16363 (ID36) 0.4967 0.4116 0.4105 0.3716 0.372 0.381

Kimliklendirme ve nesep tayininde kullanilmak iizere gelistirilmis g¢esitli InDel panellerinin
rastgele eslesme olasiliklarim1 karsilastirdigimizda, Investigator DIPplex® kitinin eslesme
olasilig1 7.63x107!2 (47), Pereira ve ark. nin 38 InDel paneli 3.6*10713(43), Pimenta ve ark.nin
40 InDel paneli 3.48*10717(45), Li ve ark.nin 29 InDel panelinin 9.1*107'%(79), calistigimiz 36-
InDelplex panelinin 6.24x10°'° olup, benzer oranlarda oldugu ve 16 STR lokusundan olusan
PowerPlex® 16 (80) (5.5*107'%) kitine yakin eslesme olasiligina sahip oldugu goriilmektedir

(Tablo XV).

Tablo XV. Cesitli kimliklendirme panellerinin eslesme olasiliklarinin karsilastirmasi.

Multiplex Lokus sayis1 Popiilasyon Markir Eslesme Olasihig1 (PM)
Pereira ve ark. (43) 38 Avrupa InDel 3.6%¥10°13
Pimenta ve ark. (45) | 40 Brazilya InDel 3.48*10°7

Li ve ark. (79) 29 Cin InDel 9.1*10-2
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Larue ve ark. (47) 30 Asya InDel 7.63x10712
36-InDelplex 36 Azerbaycan InDel 6.24x10°13
PowerPlex® 16 (80) 16 Kafkasya STR 5.5%10°13

Popiilasyonlar aras1 genetik uzakligi belirlemek i¢cin Ensemble veri tabanindan 34 InDel
lokusunun Afrika, Amerika, Avrupa, Giiney Asya ve Dogu Asya popiilasyonlarina ait genotip
verilerine ulasildi. Arlequin v.3.5.1.2 programi kullanilarak Azerbaycan popiilasyonu ile
Afrika, Avrupa, Gliney Asya ve Dogu Asya popiilasyonlar1 karsilastirilarak Fsr degerleri
hesaplandi (Tablo XI). Buna gore, Azerbaycan popiilasyonu ile Avrupa popiilasyonu arasinda
0.00919, Giiney Asya popiilasyonu ile 0.02510, Amerika popiilasyonu ile 0.02710 Fst degeri
ile kiiclik bir genetik farklilagma goriiliirken, Dogu Asya popiilasyonu ile 0.05672, Afrika
popiilasyonu ile 0.13556 Fsrt degeri ile orta diizey bir genetik farklilagsma goriilmektedir.
Azerbaycan popiilasyonu ile en kiiciik genetik farklilasmanin Avrupa popiilasyonu ile oldugu

saptandi.

Azerbaycan popiilasyonu ile Avrupa popiilyasyonu arasinda 17 lokusta (ID2, ID4, ID8, ID11,
ID12,1D13,1D15,1D16,1D17,1D18,1D19,1D22,1D31, ID32, ID33, ID34, ID35) kii¢iik diizey,
2 lokusta (ID3, ID30) orta diizeyde farklilasma gdzlenirken, Amerika popiilasyonu arasinda 23
lokusta kiiciik diizeyde, 5 lokusta orta diizeyde ve 1 lokusta biiyiik diizeyde farklilasma
gozlendi. Azerbaycan ile Giiney Asya popiilasyonu arasinda 21 lokusta kiiciik diizeyde, 5
lokusta orta diizeyde, farklilasma, son olarak, Dogu Asya popiilasyonu arasinda 15 lokusta
kiigiik diizeyde, 6 lokusta orta diizeyde, 4 lokusta biiyiik diizeyde ve 2 lokusta ¢ok biiyiik
diizeyde farklilagsma, Afrika popiilasyonu arasinda ise 12 lokusta kii¢giik diizeyde, 8 lokusta orta

diizeyde, 5 lokusta biiyiik diizeyde, 6 lokusta ¢ok biiyiik diizeyde farklilagma saptandi.

Elde edilen Fst degerleri ile Mega X v.10.0.5 programi kullanilarak “komsu birlestirme”

yontemiyle filogenetik agac ¢izildi. Fst degerleri arasindaki farklilik bu agagla daha net bir
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sekilde gozlemlenmektedir. Bu filogenetik agacta Azerbaycan popiilasyonunun Avrupa

popiilasyonu ile daha yakin konumda oldugu goriildii.
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6. Sonug¢
Sonug olarak, Azerbaycan popiilasyonunda yiiksek polimorfizm gosteren, 34 otozomal InDel
lokusu, 1 Y InDel ve Amelogenin lokuslarindan olusan 36-InDelplex panelinin adli olgularin
coziimiinde kullanilabilecegi belirlenerek, alel frekanslari, Hardy-Weinberg dengesi ve adli
istatistiki parametreleri hesaplanmistir. S6z konusu panelin, adli kimliklendirme ve babalik-
akrabalik testlerinde tek basina calisildiginda gerekli ayrim giiciine ve diglama giiciline ulasildig:
saptanmistir.  Ayrica Azerbaycan popiilasyonunun g¢esitli  popiilasyon verileriyle
karsilastirilarak diinya populasyonlariyla iliskisi belirlenmistir. Hesaplanan Fst degerlerine
bakildiginda Azerbaycan popiilasyonunun Avrupa popiilasyonuna daha yakin oldugu
saptanmistir. Bu calismanin verileri, Tiirkiye ve Azerbaycan kriminal laboratuvarlarinda

Azerbaycan kokenli kisilerin kimliklendirilmesi ve nesep tayininde kullanilabilecektir.

InDel’ler degrade Orneklerin analizinde yiiksek basar1 gostermesi ve az maliyetle analiz
edilebilmesi gibi adli genetik agisindan dnemli 6zelliklere sahip olmalarindan dolayi, STR ve

SNP sistemlerine alternatif olacag: diigiiniilmektedir.
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EKLER

Ek.1 Aydinlatilmis Onam Formu

“Bu form, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Fen Bilimleri
Anabilim Dali Yiiksek Lisans 6grencisi, Aytakin MAMMADOVA tarafindan hazirlanan tez
caligmasi ile ilgilidir. Asagida adi gecen arastirma projesinde kullanilmak tizere agiz ici
siirlintiisii vermek yoluyla katkida bulunmak i¢in davet edilmis bulunmaktasiniz. Asagidaki
bilgileri okuduktan sonra caligmaya katilmak isterseniz, bu formu imzalaymiz. Formu
imzalamaniz calismanin kapsami ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve kararinizi
serbestce verdiginizi belirtmektedir. Bu onay formunun bir kopyasi size verilecektir. Bu formda
anlamadiginiz ifadeler varsa ¢alismadaki arastirmacilara sorarak bilgi edininiz.”

1. “36- Indelpleks Paneli Kullanilarak Azerbaycan Popiilasyonunda Gen Sikliklarinimn
Belirlenmesi ve Adli Parametrelerinin Degerlendirilmesi” adli bu ¢alisma bir arastirma olup,
akademik amagla yapilmaktadir.

2. Aragtirmanin amaci:

Adli genetik alaninda yapilan aragtirmalar adli vakalardaki faillerin belirlenmesi ve kayip
kisilerin kimliklendirilmesinde genetik polimorfizmlerden yararlanilir. Bu tez projesinin amaci
otozomal kromozomlar iizerinde bulunan 35 InDel lokusu, 1 Y InDel lokusu ve amelogenin
(AMG-XY) lokusundan olusan 36-InDelplex paneli  kullanilarak  Azerbaycan
popiilasyonundaki gen sikliklar1 belirlenecektir. Bu sayede Tiirkiyede kriminal olaylara karigan
veya dogal afetlerde aranilan Azerbaycan kokenli kisilerin bulunmasi zamani yapilacak
istatiksel degerlendirmede bu gen sikliklar1 kullanilacak ve Azerbaycan’da adli genetikte,
babalik-akrabalik tespitinde ve degrede DNA analizlerinde kullanilabilecektir.

3. Goniilliinlin aragtirmaya devam etmesi i¢in ongoriilen siire:

Gontilliiden agiz ig¢i siirlintiiornegi alindiktan sonra hicbir sorumlulugu olmayacaktir.
Goniilliintin biyolojik 6rnekleri ¢aligma siiresince (2 y1l) saklanacak olup, calisma sonuglaninca
imha edilecektir.

4. Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayist:

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi, ¢alismaya riza gosteren yaklasik 150-
200 kisi olacaktir.

5. Arastirmada uygulanacak tedaviler:

Arastirmanin deneysel kisminda, 150-200 goniilliiden alinacak agiz i¢i siiriintii 6rneklerinin
calisilmast planlanmaktadir. Goniillillerden agiz i¢i siirlintii 6rnegi almak disinda higbir
miidahale yapilmayacak veya tedavide bulunulmayacaktir.

6. Varsa farkl tedaviler i¢in goniilliilerin aragtirma gruplarina rastgele atanma olasiliginin
bulundugu:

Goniilliilere herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

7. Arastirma sirasinda uygulanacak olan invazif yontemler dahil olmak {izere izlenecek
veya goniillilye uygulanacak yontemlerin tiimii:

Arastirma sirasinda goniilliilere invaziv yontemler uygulanmayacaktir. Ag1z ici siirlintli 6rnegi
aliacaktir.

8. Aragtirmanin deneysel kisimlari:
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Bu calismada, caligmaya riza gosteren goniilliilerden olusan yaklasik 150-200 kisiden alinan
agi1z ici suirlintii 6rnekleri kullanilacaktir. Arastirmanin laboratuvar asamasinda ise DNA analizi
yontemiyle, biyolojik érneklerden DNA profilleri elde edilecektir.

0. Goniilliinlin maruz kalacagi ongoriilen riskler veya rahatsizliklar (arastirma hamilelerde
veya lohusalarda yapilacak ise embriyo, fetiis veya siit ¢ocuklarinin da maruz kalacagi
ongoriilen riskler veya rahatsizliklar dahil olmak iizere):

Goniilliiden agiz igi siiriintii 6rnegi alinacaktir. Agiz i¢i siiriintii 6rnegi alinmasinin higbir riski
yoktur.

10.  Arastirmadan makul Olgiide beklenen yararlarla ilgili olarak goniillii acisindan
hedeflenen herhangi bir klinik yarar olmadiginda gonilliiniin bu durum hakkinda
bilgilendirilecegi:

Goniillii agisindan hedeflenen bolgeler ile ilgili herhangi bir klinik yarar yoktur.

11.  Goniilliye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semasi ve bunlarin
olas1 yarar ve riskleri:

Goniilliiye herhangi bir girisim ya da tedavide bulunulmayacaktir.

12.  llgili mevzuat geregince gerekiyorsa goniillilye verilecek tazminat (sigorta) ve / veya
saglanacak tedaviler:

Goniilliilere yapilacak islem ag1z i¢i siiriintii 6rnegi almak olup bu islem sirasinda katilimcilarda
dogabilecek hukuki ve mali riskleri proje yiiriitiiciisii olarak tamamen tiistlendigimi bildiririm.

13.  Varsa, goniillillere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler hakkindaki
bilgiler:

Goniilliiler i¢in herhangi bir ulagim, yemek veya bagka bir masraf 6denmeyecektir.
14. Goniilliilerin sorumluluklart:

Goniilliierin bu ¢aligmayla ilgili agiz i¢i siiriintii 6rnegi verme disinda hicbir ylkimliligi
yoktur.

15. Goniilliiniin arastirmaya katiliminin istege bagli oldugu ve goniilliiniin istedigi zaman,
herhangi bir cezaya veya yaptirrma maruz kalmaksizin, hi¢gbir hakkimi kaybetmeksizin
arastirmaya katilmay1 reddedebilecegi veya arastirmadan ¢ekilebilecegi:

Goniilliiniin arastirmaya katilimi istege bagli olup, istedigi zaman herhangi bir yaptirima maruz
kalmaksizin aragtirmadan c¢ekilebilecektir. Ayrica, arastirmact tarafindan da gerek
gortldiigiinde katilimcr arastirma dis1 birakilabilir.

16.  Goniilliniin  kimligini ortaya c¢ikaracak kayitlarin gizli tutulacagi, kamuoyuna
aciklanamayacagi; arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimliginin
gizli kalacagi:

Ilgili mevzuat geregince goniilliiniin kimligiile ilgili kayitlarin gizli tutulacagi, kamuoyuna
aciklanamayacagi; arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimligi gizli
kalacaktir.

17.  lIzleyiciler, yoklama yapan kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin
goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimlerinin bulunabilecegi, ancak bu bilgilerin
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gizli tutulacagi, yazil bilgilendirilmis goniillii olur formunun imzalanmasiyla goniillii veya
kanuni temsilcisinin s6z konusu erisime izin vermis olacagi:

Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger ilgili saglik otoritelerinin
goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimleri olacaktir. Ancak bu bilgiler gizli
tutulacaktir.

18.  Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliinlin arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya kanuni temsilcisinin zamaninda
bilgilendirilecegi:

Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliinlin arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya yasal temsilcisinin zamaninda
bilgilendirilecegini taahhiit ederim.

19.  GoOniilliiniin; arastirma, kendi haklar1 veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay
hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi i¢in temasa gecebilecegi kisiler ile bu kisilere ait
giiniin 24 saatinde erigebilecegi telefon numaralari:

Goniilliiniin aragtirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir
bilgi temin edebilmesi i¢in proje yiiriitiiciisii Dog Dr. Géniil FILOGLU’na ait giiniin 24 saatinde
ulasabilecegi telefon numarasi 0532 226 08 28°dir.

20.  GoOniilliniin aragtirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya
nedenler:

Goniilliiniin biyolojik 6rneginden herhangi bir nedenle DNA elde edilememesi durumunda
katilim sona erdirilir.

21. Calisma sonrasi arastirma iiriinlerine erisim:
Istenildigi taktirde 36-InDelplex’e ait olusturulacak DNA profilleri kisilere verilebilecektir.

22.  Gontllilerden alinacak biyolojik materyallerin ne oldugu, hangi amagla alindig1 ve
analizlerinin nerede yapilacagina dair bilgiler (analizlerin yurtdisinda yapilmasi durumunda
biyolojik materyallerin nereye gonderileceginin agiklanmasi):

Goniilliilerden elde edilecek olan agiz ici siiriintii 6rneklerinden 36-InDelplexin Azerbaycan
popiilasyonunda gen sikliklar1 belirlenecektir. Arastirmaci tarafindan goniilliilerden tibbi
personel yonetiminde ve denetiminde gerekli drnekler alinacaktir. Calisma, 1.U Adli Tip ve
Adli Bilimler Enstitiisi Adli Genetik Ar-Ge laboratuvarinda yapilacaktir. Biyolojik
materyallerin analizleri kesinlikle yurtdisinda yapilmayacak olup; calisma, 1.U.C. Adli Tip
Enstitiisii laboratuvarlarinda yapilacaktir.

BGOF’nin imza boliimiinde;

23.  “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen
aragtirmaci tarafindan yapildi. Arastirmaya goniilli olarak katildigimi, istedigim zaman
gerekeeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.” ifadesi géniilliiniin
kendi el yazist ile yazilacaktir.,

24. “S6z konusu aragtirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum.” Ifadesi goniilliiniin kendi el yazisi ile yazilacaktir.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida konusu
ve amaci1 belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen gorevli
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tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi veya kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan da arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu aragtirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul
ediyorum.

““36- Indelpleks Paneli Kullanilarak Azerbaycan Popiilasyonunda Gen Sikliklarmin

1999

Belirlenmesi ve Adli Parametrelerinin Degerlendirilmesi™” adli aragtirma kapsaminda alinan
kan ve ag1z i¢i siiriintiiniin (Goniilli tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

L] Sadece yukarida bahsi ge¢en calismada kullanilmasina izin veriyorum.

] Ileride yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

Gontilliintin Adz: Yetkin Arastirmacinin Adi: Dog. Dr. Goniil
Gonilliintin Soyadi: Yetkin Arastirmacinin Soyadi: FILOGLU

Goniilliiniin Dogum Tarihi: Yetkin Arastirmacinin imzasi: Goniilliiniin
dogum tarihi:

Gontilliintin dogum yeri:
Goniilliiniin Imzast: Tarih:

Tarih:



Ek.2 Etik Kurul Onay1

1UC Tarih ve Say:: 07.01.2021-3052

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dekanhi

Sayr :E-59491012-604.01.02-3052

Konu :Yiksek Lisans Ogrencisi Aytakin
MAMMADOVA’nin etik kurul karar
A-45

ADLI TIP VE ADLI BILIMLER ENSTITUSU MUDURLUGUNE

flgi : 22.12.2020 tarihli, 166408 sayili yaz:

Enstitiiniiz Fen Bilimleri 63retim iiyesi Do¢.Dr.Géniil FILOGLU'nun damsmanhiginda Yiiksek
Lisans Ogrencisi Aytakin MAMMADOVA'mn  vyiriiticiliginde "36-indelpleks Paneli
Kullanilarak Azerbaycan Popiilasyonunda Gen Sikhklarinin Belirlenmesi ve Adli
Parametrelerinin Degerlendirilmesi " baslikli Yiiksek Lisans Tezi hakkinda ilgi yazimz ve ekleri 05
Ocak 2021 tarihinde toplanan Fakiiltemiz Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca miizakere edilmis olup;
etik acidan uygun olduguna karar verilmistir.

Bilgilerinize rica ederim.

Prof. Dr. Ozgiir KASAPCOPUR Prof. Dr. Ali Metin KAFADAR
Baskan Dekan a.
Dekan Yardimcisi

Ek:

1- 1 dosya elden teslim edilecektir.

2- NOT: Yonetmelik geregi Sonug Raporunun Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna iletilmesi
gerekmektedir

Bu belge, givenli elektronik imza ile imzalanmigtir.

Belge Dogrulama Kodu :BESVFYPTT Pin Kodu :49302 Belge Takip Adresi
http://dogrulama istanbulc echu tr/enVision sorgula/belgedogrulama aspx?V=BES4F Y595
Adres:Istanbul Universitesi-Cerrahpaga Cerrahpasa Tip Fakiiltesi 34303 Cerrahpaga/ ISTANBUT. Bilgi igin: Giiler SOYDANER  g.n
Telefon:0 (212) 414 30 00 Faks:(212) 632 00 25 Unvam: Memur 3
e-Posta:ctfpersonel@istanbul.cdu.tr Web:www .istanbulc.edu.tr Tel No: 60130 3

Kep Adresizistanbule@hs01 kep.tr
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Ek.3 182 Kkisiye ait 36 InDel profilleri

Ornek[ID26] ID3 [ID16]1D32] IDY | ID2 [ID37[ID10] ID8 [ID31[ID27[ID15 [ID24] ID5 [ID34]ID11[ID35]1D33[1D23[ID22[ID14[ID30] ID1 [ ID4 [ID17[ID28[ID19 _
Al | del |del/in| del | in |del/in| in [del/in| del | in in in in |del/in| in [del/in|del/in| in |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in del |del/in| del
A2 |del/in|del/in| del | in | del |del/in|del/in| in |del/in| in in |del/in| del [del/in| in in |del/in|del/in| in |del/in| del | del | in |del\in|del/in| del | del |del/in| in |del/in del/m del |del/in| del del/m
A3 in |del/in|del/in| in [del/in| del | del | in in |del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| del | in | del |del/in| del |del/in| del | del |del/in|del/in| del | del |del/in| in [del/in|del/in| del | del
A4 |del/in| in | del |del/in| del |del/in| del | in in in in | del |del/in|del/in| in |del/in| in | del |del/in| del | del [del/in| del |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in in | del | del
A5 |del/in] in | del |del/in|del/in|del/in| del [del/in| in |del/in| in in |del/in| del | in [del/in| in |del/in|del/in| del | del | in | del |del/in|del/in| in |[del/in| del |del/in| del | in | del | del | in | del
A6 | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | in in | del |del/in| in in in | del | del | in [del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| in [del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in
A7 |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| del |del/in|del/in| del | in | del | del [del/in| del | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in [del/in|del/in| del | del | in in in |del/in|del/in|del/in
A8 | in | del |del/in| del |del/in| in | del | del | in | del |del/in| in | del |del/in| in | del |del/in| del | del | del | del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | del |del/in|del/in| del |del/in| del | in
A9 [del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del [del/in|del/in| in in |[del/in| del | in | del |del/in| in | del |del/in| in |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del | del | in | del | del |del/in|del/in
A10 |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in in |del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del [del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in [del/in|del/in|del/in
All | del |del/in| in |del/in|del/in| in |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in in | del |del/in| del |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in|del/in| in in | del | del | del |del/in|del/in| del
Al12 | in |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| in in in in |del/in| del | del |del/in|del/in| in |del/in| in in |del/in|del/in| in in in in |del/in| in
Al3 |del/in| in | del | in |del/in|del/in| del |del/in| in | del | in in in | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in [del/in|del/in| in | del |del/in| in in | del |del/in| del | in | del | in
Al4 |del/in| del [del/in|del/in| in [del/in| del |del/in| in |del/in| del |del/in|del/in| del | in | del [del/in| in in | del | del | del | in | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| del | in | del |del/in
A15 | del | del |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |[del/in| del | in | del |del/in| del |del/in|del/in| del | del [del/in|del/in| in | del | del | in | del | del |del/in|del/in| in in in | del | del
Al6 | in in | del | in | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| del | in |del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| del | del
A17 |del/in|del/in|del/in| del | del | in | del |del/in|del/in|del/in| del | in in | del |del/in| del |del/in| in |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| in [del/in| in |del/in
Al18 | in | del | in |del/in| in | del | del |del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| in in in |del/in| del | in | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|{del/in| in |del/in|del/in| del |del/in
A19 | in | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| in |del/in|del/in| in | del | in |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in| in | del |del/in| in | del |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| del |del/in
A20 |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| del | in | del |del/in| del | del | del | del |del/in| in |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del |del/in
A21 | del |del/in| del | in in | del |del/in| del | in | del | del | in [del/in| del | in [del/in|del/in| del | in | del |del/in| in |del/in|del/in| in |del/in|del/in| in | del | in | del |del/in| in | del | del
A22 |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in in in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| in in |del/in| del |del/in|del/in| in | del |del/in|del/in|del/in
A23 |del/in|del/in|del/in| in | del in |del/in|del/in|del/in|del/in| del in in | del |del/in|del/in|del/in|{del/in| in | del |del/in| del | in |del/in|del/in|del/in| del in in |del/in| in [del/in|del/in| in |del/in
A24 | del | del | in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del\in| del |del/in|del/in| in | del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del\in|del/in|del/in|del/in| del
A25 | del |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in| in in |del/in|del/in| del | del | del | in | del |del/in| in |del/in| del | in [del/in| del |del/in|del/in| in in | del | in | del | in [del/in|del/in|del/in|del/in
A26 | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in | del | del |del/in|del/in| del | in | del [del/in| in | del |del/in| del | del |del/in|del\in| in |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| in in |del/in
A27 | del |del/in|del/in| in |del/in| del |del/in| del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del | in in |del/in|del/in| in
A28 |del/in| del | del in in |del/in|del/in| in | del | del | del in |del/in| del | del in | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in| in |del/in| del |del/in| in in in | del |del/in| del in |del/in| del
A29 |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| in | del |del/in| del | in | del |del/in| del [del/in|del/in| in |del/in| del |del/in| del | del |del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in
A30 |del/in|del/in| in in in |del/in| del |del/in|del/in|del/in| in in | del | in | del in |del/in| del |del/in| in in in in | del | del | del | del in |del/in| del in |del/in|del/in| del | in
A3l |del/in| del | del |del/in| in |[del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| in |del/in| del | in |del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in| in | del | in in in |del/in| del
A32 | in |del/in|del/in| in |del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in in | del | in |del/in| in |del/in|del/in|del/in| del | in | del | in [del/in|del/in
A33| in | del | in |del/in| in in | del | del | del | del |del/in| del |del/in| in |del/in| del |del/in|del/in| del | del | del |del/in|del/in|del/in| in in |del/in| in [del/in| del |del/in| del | in | del | in
A34 |del/in| del | in |del/in| del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| in in |del/in| in | del | in | del | del | del | in | del |del/in| del |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| in in |del/in| del | del
A35 |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in [|del/in| in in |del/in| in [del/in|del/in| del |del/in| in | del | del |del/in|del/in| in |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| in in in in in
A36 |del/in|del/in| in in in in | del | in in in in | del |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in in in | del |del/in| del | in | del |del/in|del/in| in
A37 |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del |del/in| in | del |del/in| in | del |del/in| del | in |del/in| in
A38| in | del [del/in|del/in|del/in| in | del | del | in | del |del/in|del/in|del/in| in in in | del |del/in| in [del/in|del/in| in | del |del/in| in |del/in| in [del/in| in |del/in| in |del/in|del/in|del/in| del
A39 | in in in |del/in| in in | del | in in |del/in|del/in| in |del/in|del/in| del |del/in|del/in| in |del/in| in |del/in|del/in|del/in| in | del | in |del/in|del/in|del/in| del |del/in| del | del |del/in| in
A40 | in |del/in| del in | del |del/in|del/in| in [del/in| del | del |del/in|del/in| in in |del/in|del/in|del/in| in | del | del | del | del |del/in| in in |del/in|del/in| in |[del/in| in | del |del/in|del/in| in
A41 [del/in| in | del |del/in| del | del | del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| in in |del/in| del |del/in| in | del | del |del/in|del/in| del |del/in| in | del | del | del |del/in|del/in| in
A42 |del/in| del | del | del |del/in|del/in| del | in in | del | in [del/in| in [del/in|del/in| in |del/in|del/in| in |del/in| del [del/in| del |del/in|del/in| in | del |del/in| in [del/in| in [del/in| in in |del/in
A43 |del/in|del/in| in |del/in|del/in| in |del/in| in |del/in| in | del |del/in| del | in in | del |del/in|del/in|del/in| del | del | del | del [del/in|del/in| del | del | del | del | del | del | in |del/in|del/in| in
A44 |del/in| in [del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| in | del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in| in | del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| in in in in |del/in|del/in
A45 |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| del | in in | del |del/in| del | del |del/in| del | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del | in in | del |del/in|del/in
A46 | in | del |del/in|del/in| del |del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in in |del/in|del/in| in |[del/in| del | del |del/in|del/in| del | in in |del/in|del/in|del/in| del | in in | del | del |del/in
A47 | in |del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in in |del/in| in in |del/in| del in in in | del |del/in| del in in | del |del/in|del/in|del/in| in |del/in| del | del | del | in |del/in|del/in| in
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A48 | del |del/in| in |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| in |[del/in|del/in| in | del | in |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in|del/in|{del/in| in in in |del/in| in
A49 |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| in |del/in| in |del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| del [del/in|del/in|del/in|del/in| in | del | in in |del/in|del/in| in
A50 |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| del | del |del/in| in |del/in| in | del |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| del | in in |del/in| in [del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in
AS51 |del/in| in in in |del/in|del/in|del/in| in | del | del |del/in| del | del |del/in| del |del/in| del | in |del/in|del/in| del | del | in [del/in|del/in| del |del/in| del | in | del |del/in|del/in| del | del |del/in
A52| in | del | del | in |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in|del/in| in | del | del | in |del/in| del | in | del | del | del |del/in| del |del/in| in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | in
A53 |del/in|del/in| del |del/in| del in | del | in in |del/in| in [del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| del in |del/in| in in in in in | del | del |del/in| del | del | del |del/in| in |del/in|del/in
AS54 |del/in| in | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in [del/in|del/in|del/in| in in |del/in| del |del/in| del | del | del |del/in| in | del | del |del/in| del | del | del [del/in|del/in| del |del/in| del | in
AS55 | del |del/in| del | del | in in | del | del [del/in| del | del | in |del/in| in | del | in | del | in [del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| in in in in | del | in in |del/in
A56 | del |del/in|del/in| del | in [del/in| del | del | in |del/in|del/in| in |del/in| in in _|del/in|del/in| in |del/in| del [del/in|del/in| in |[del/in|del/in|del/in| del | in | del |del/in|del/in| del | in [|del/in| del
A57 | del | del | in |del/in| del | in | del | in |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| in [del/in| in | del |del/in|del/in| del | in | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del
A58 | in |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| in in |del/in|del/in| in |[del/in| del |del/in| del | in |del/in| del |del/in| in in |del/in|del/in| in |del/in| in |del/in| in |del/in| in in |del/in| del |del/in
A59 | del |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in|del/in| in |del/in| in in | del | in [del/in| in | del |del/in|del/in| del |del/in| del | in [del/in|del/in|del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del [del/in| in [del/in
A60 |del/in| del | del |del/in| del | in |del/in|del/in| in in in in in in |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| in |del/in| del | in in | del |del/in| del |del/in| in |del/in| in | del | in
A61 | del | in [del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in| del | del | in | del | del | del |del/in|del/in| in [del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| del [del/in
A62 | del |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| del | in [del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del | del | del |del/in|del/in| in | del | del |del/in| del | del [del/in| in |del/in|del/in| in |del/in
A63 | del |del/in| del |del/in| del | del |del/in| in in |del/in| del | in | del |del/in| in in in | del |del/in| del | del | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| in | del |del/in|del/in| del |del/in| del | in
A64 |del/in| del | del | del |del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| in in in | del | del | del | del |del/in| del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in
A65 |del/in| in |[del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del | in in |del/in| in [del/in| in in | del |del/in|del/in|del/in|{del/in| del | in |del/in| del | del | del | del |del/in|{del/in| del [del/in
A66 |del/in| del | in |del/in| in [del/in|del/in| in |del/in| del | in |del/in| del |del/in|del/in| del | del | in in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in | del |del/in|del/in| del
A67 |del/in|del/in| in | del |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del [del/in| del |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in
A68 | in |del/in| del |del/in|del/in| in | del |del/in| in | del | in |del/in| in [del/in| in [|del/in|del/in| in [del/in| del |del/in| del | in | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in in |del/in| in
A69 | in |[del/in|del/in| in |del/in| in | del | del |del/in|del/in| in [del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| del | del | del | in | del |del/in| del |del/in| in |del/in| in [del/in| del |del/in| in |del/in| del |del/in
A70 |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| in [|del/in| in in in |del/in|del/in| del |del/in| in in |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| del | in in | del | in in |del/in|del/in| in
A71 | in |del/in|del/in| del | del | in |del/in| del | in [del/in|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in| del | in |del/in| del
A72 |del/in| del |del/in| del |del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| in | del | in |del/in| del | del | del | in |del/in|del/in| in | del | in | del |del/in|del/in| del | in in in in in
A73 |del/in| del | in | del |del/in| del | del |del/in| in |del/in|del/in| del |del/in| in | del | in [del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in| del | del | in | del |del/in| del | del | in in in |del/in|del/in
A74 |del/in| del [del/in| in | del | del |del/in|del/in| in | del | del |del/in| del |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| del | del | del | in |del/in|del/in| in | del | del | del | del | in |del/in|del/in|del/in|del/in
A75 | del | del | in |del/in| in |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in| del | del | del | in in | del | del | in [del/in| in in in |del/in| in [del/in| del
A76 | in |[del/in|del/in| in |del/in|del/in| del |del/in| in | del | in [del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| in [del/in|del/in|del/in| in in | del |del/in
A77 |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in in in |del/in|del/in| in [del/in|{del/in| in | del | del | del | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| in |del/in| del | del in | del |del/in
A78 |del/in|del/in| del | in in in |del/in|del/in|del/in|del/in| in [del/in| in in |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | del | del |del/in| del | in |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in | del | in
A79 | del |del/in| del | in | del |del/in| del |del/in|del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| del |del/in| in in in |del/in
A80 | del | del [del/in| in |del/in| in | del | del | in |del/in| del |del/in| del | in in in _|del/in|del/in| in | del |del/in| del |del/in| del | in | del |del/in| in in |del/in|del/in| del | in in in
AS81 | in |del/in|del/in| in |del/in|del/in| del |del/in| in | del | in [del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| del [del/in|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| in [del/in|del/in|del/in| in in | del |del/in
A82 | in |del/in| in |del/in|del/in|del/in| del | del | in [del/in| in in | del | del |del/in| del | del | in in | del | in | del |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del | in [del/in|del/in| del | del
A83 | del | in in |del/in|del/in|del/in| del | in | del | del |del/in| in | del | in [del/in|del/in|del/in| in in |del/in| del | in |del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in
A84 |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| del | del | in |del/in| in | del |del/in| in | del | in [del/in| del | del | in |del/in|del/in| in | del |del/in|del/in| in [del/in| in |del/in| del | in | del
A85| in | del | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in| del | del | in in |del/in| in [del/in|del/in| in [del/in| del |del/in| del | in | del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| in [|del/in|del/in
A86 |del/in| in | del | in |del/in|del/in| del | del |del/in| in [del/in|del/in| del | in in | del | in in |del/in| del | del | del [del/in| del |del/in| in in |del/in| in | del | in in |del/in|del/in| del
A87 | in |del/in| in |del/in| del in |del/in|del/in| in | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del in |del/in| del |del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| in in in | del in |del/in
A88 |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in | del | in |del/in|del/in| in | del | in | del | del | del | in |del/in| in | del [del/in| del |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in in | del | in
AR89 |del/in|del/in|del/in| in |del/in| del |del/in| del | in [|del/in| del |del/in|del/in| del | in | del | in |del/in| del | del | del |del/in| in in |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| in |del/in| in in |del/in
A90 | del | in in |del/in| del | in |del/in|del/in| del |del/in| in |del/in| in | del | in in |del/in|del/in| del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | in in |del/in| del [del/in
A91 | del |del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| in in | del | in [del/in| del [del/in| in |del/in| in |del/in|del/in| del | in |[del/in| del | del |del/in|del/in| del |del/in| del [del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in
A92 |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| del | del in |del/in| in in in |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in in | del | del | in |[del/in| in | del |del/in| in | del
A93 | del |del/in|del/in| in |del/in|del/in| del | in in | del |del/in| in |del/in|del/in| del | in in | del |del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| in | del | in | del |del/in| del |del/in
A94 | del |del/in| del |del/in| del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| del [del/in|del/in| del | in |del/in| in |del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del | in
A95 |del/in|del/in| del | del | del |del/in| del | in [del/in| del | in in in | del | del |del/in| in in |del/in| del |[del/in|del/in|del/in| del | del |del/in| in | del |del/in|del/in| in | del | in |del/in| in
A96 |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| del | in in |del/in|del/in| in in | del | del | in |del/in|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| in | del |del/in|del/in| del | in |del/in| in
A97 | del | del | del | in |del/in| in | del | del |del/in|del/in|del/in| in |del/in| del |del/in| del | del | del [del/in| del | del |del/in|del/in| in | del | del |del/in| in | del |del/in| in |del/in| del |del/in|del/in
A98 | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| in |del/in| del | del |del/in|del/in| del |del/in| del | del | in | del |del/in| del | in | del |del/in|del/in|del/in| del | in | del |del/in|del/in| in
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A99 |del/in| del |del/in| del |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| del | in in |del/in| del | in [del/in| in |del/in|del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| in [del/in|del/in|del/in
A100|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in | del | in |del/in|del/in| in | del | in | del | del | del | in [del/in| in | del [del/in| del |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in in | del | in
Al101| in in |del/in|del/in| del | in | del |del/in| del | del |del/in| in [del/in| in in in |del/in|del/in| in | del | in | del |del/in|del/in| in in |del/in| del | del [del/in| in | del | in | del | in
A102|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in | del | del | in [del/in| del | del | in |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in|del/in| del |del/in| in | del |del/in| in |del/in
A103| del |del/in| del |del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| del | del [del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | in | del | del |del/in| in | del | in in | del |del/in| in in |del/in| in
A104|del/in| del | in in | del | del |del/in| in [del/in| in in in | del | del in |del/in|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del in |del/in|del/in|del/in| in |[del/in| in | del |del/in
A105|del/in| in | del | del | del | del |del/in| in in | del | in | del |del/in|del/in| del | in | del | in |del/in| del | del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in | del | in [del/in| in | del |del/in
A106|del/in| del | del |del/in|del/in| in | del |del/in|del/in| del | in in | del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in | del | del | del | del | in | del | in | del |del/in|del/in|del/in| in |[del/in|del/in
A107|del/in|del/in|del/in|del/in| del | in | del |del/in| in | del |del/in| in |del/in| del | in |del/in|del/in| del | in | del [del/in|del/in| in in in in | del | del | del | del | in [del/in|del/in|del/in|del/in
A108|del/in| del |del/in|del/in| del | del | del | in |del/in| del |del/in| in in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| del | del
A109|del/in|del/in|del/in| in [del/in| del |del/in| del | in |del/in| del |del/in|del/in| del in |del/in| in [del/in| in [del/in|del/in| del |del/in|del/in| in in | del |del/in| del |del/in| in | del |del/in| del |del/in
A110| del | del | del |del/in| del | in |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| del | del | del | del |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del | in in in | del | del | del
Alll| in |del/in| in [del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| del | in |del/in| in [del/in|del/in| del |del/in| del | in in |del/in| del | in |[del/in| in | del | del | del | in | del | in | del |del/in| del | del
Al12|del/in|del/in|del/in| del |del/in| del [del/in| del | del |del/in| in [del/in|del/in| del | in in in in in | del | del | del | del |del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| in in |del/in| del [del/in
A113| in |del/in| del | del | del | del | del |del/in| in |del/in|del/in|del/in| in | del |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| del | del | del [del/in| del |del/in| in | del | del |del/in| in [del/in|del/in| del [del/in
Al14|del/in| del |del/in| del | del |del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| del | in [del/in| del | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| del | del | in [del/in| in |del/in| in
All5|del/in| in in in |del/in| in |del/in| in in |del/in|del/in| del |del/in| del | del | in in in in |del/in| del |del/in|del/in|del/in| in | del | del |del/in|del/in| del | in [del/in| in |del/in|del/in
A116| del | del |del/in| in | del in | del | in [del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| in [del/in| del | del |del/in|del/in| del | del | in in in in | del in | del in | del | in
Al117| del | del |del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del | in | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del [del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in
Al18|del/in|del/in| in |del/in| del | del | del |del/in|del/in| in in in | del | del | in [del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del [del/in| in | del |del/in|del/in| in | del |del/in| in [del/in| del |del/in
Al19|del/in| in | del | in in |del/in| del [del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in in |del/in| in in |del/in| del | in |del/in| in [del/in| in |del/in| del |del/in| del | del |del/in| del |del/in| del | del
A120|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| in | del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in [del/in|del/in| in | del | del | del |del/in|del/in| del | in [del/in| del
Al21|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| del | del |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in| del in in | del in in | del
Al22|del/in|del/in| del | del | del |del/in|del/in| in | del | del |del/in|del/in| in [del/in|del/in| in | del |del/in|del/in| del |del/in| del | in | del |del/in|del/in|del/in|del/in| in in |del/in|del/in|del/in|del/in| in
A123| del | del | in in |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| in in | del |del/in|del/in| in | del | in |del/in| in | del | del | del | del | del | del | del |del/in| del | in | del | del [del/in| del
Al124|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| in in |del/in| in | del |del/in| del | in | del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| in in in in
A125| del | del | del | in | del | in | del [del/in| del | in |del/in|del/in| in | del | in |del/in|del/in| in in | del |del/in|del/in| del | del |del/in| in |del/in| in | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in
A126| in | del |del/in|del/in| del in | del |del/in| del | del |del/in| del in |del/in|del/in| in [del/in|del/in| del | del in | del | in [del/in| in in |del/in| del |del/in| del |del/in| in in |del/in|del/in
A127| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | in in | del |del/in|del/in| in [del/in| del |del/in|del/in| del | del |del/in| in in | del [del/in| in in in |del/in| del |del/in|del/in| del
A128|del/in|del/in| del in |del/in|del/in|del/in| in in in |del/in|del/in|del/in| in in |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del in |del/in|del/in|del/in| del [del/in| in | del | del |del/in| in
A129|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| in |[del/in| del | del | del |del/in| in in |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| del
A130| del |del/in| del | del | in | del | del | del |del/in| del |del/in] in | del |del/in| in in in | del | in | del | del | del |del/in|del/in| del | in |del/in| del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del
A131| del |del/in| del | del | in | del | del | del |del/in| del |del/in| in | del |del/in| in in |del/in| del |del/in|del/in| del | del | in |del/in| del | in |del/in| del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del
Al132|del/in| in |del/in|del/in| del | in | del | del | in | del | del |del/in| in [del/in|del/in| in |del/in| in |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | in [del/in| in |[del/in
Al133| in | del | in in in in |del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in| in in | del in |del/in| in | del | del |del/in| del | del |del/in|del/in| in in | del |del/in| del |del/in| in [del/in| del | in
Al34|del/in|del/in| in | del | del | in | del [del/in|del/in| del |del/in| in in |del/in| in in |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| in |del/in| in |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| in | del
A135| del | del |del/in|del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| del | in |del/in| in [del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | in [del/in
Al136|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| in in |del/in|del/in| in |del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| del |del/in
A137| in |del/in|del/in| in [del/in|del/in| del [del/in| del | del |del/in] in |del/in| del | in in | del |del/in|del/in| del |del/in| del | del |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del | del | in in |del/in| in in
A138| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | del | del | del |del/in| in [del/in| in in |del/in| del | del |del/in| del | del |del/in| in in |del/in| in [del/in|del/in| del | del | in | del |del/in|del/in|del/in
Al139| in in | del |del/in| in [del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| in |del/in|del/in| in in |del/in|del/in|del/in| del | del | in |del/in| del | in |del/in| in [del/in| del |del/in|del/in|del/in| del |del/in
A140| del | del | del | del |del/in|del/in| del |del/in| del | del |del/in| in [del/in| in [del/in|del/in| in |del/in| in |del/in| in | del |del/in| in |del/in|del/in| del | in in |del/in|del/in| in [del/in| del |del/in
Al41| del | del | del | del | in in | del |del/in| in | del | in [del/in|del/in| in | del |del/in| del |del/in| in | del |del/in| del [del/in|del/in| del |del/in| del | in | del |del/in|del/in| in | del | del | del
Al42|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | del | del |del/in|del/in| del | del | in in |del/in| del | in | del | in |del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| in [del/in| in in |del/in| del | del |[del/in|del/in|del/in
A143| del |del/in| del in |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| in |del/in| in | del |del/in|del/in|{del/in|del/in| del | del | del |del/in| in |del/in| in [del/in|del/in| del |del/in| in |del/in| del |del/in|del/in
Al44| in |del/in|del/in|del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del | in in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in
A145| del |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| del |del/in|del/in| del |del/in| in [del/in|del/in| del | del | in |del/in|del/in| del |del/in| del | in |del/in| del | del |del/in| del | in | del |del/in| del | del
Al146| del | in | del | in |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| in |del/in| del | del | del |del/in|del/in| del | in in | del |del/in|del/in| in |del/in| del | del | in in | del | in
A147| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | del |del/in| del |del/in| in in |del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in [del/in| del | del |del/in|del/in| in |del/in|del/in| in [del/in| del |del/in
Al48|del/in| del |del/in| in |del/in| in | del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in| del | del
Al149|del/in| in |del/in| del | in [del/in|del/in|del/in| in | del | in |del/in| in | del | del | in [del/in| in in |del/in|del/in| del |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| del |del/in

74



A150|del/in|del/in| in in | del | del | del | in [del/in| in in in in | del |del/in|del/in| del in |del/in| del |del/in| del | del | del in in | del in in | del |del/in| in [del/in| del |del/in
Al151| in | del | del |del/in|del/in|del/in| del |del/in| in [del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| in in in |del/in| in | del |del/in|del/in|{del/in| del | in | del | del |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| del
Al152|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| del | in |del/in|del/in| in in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in |[del/in| del |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| del [del/in
Al153|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in | del | del | del | del |del/in| in | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| in in |del/in| del [del/in| del | del | in |del/in|del/in|del/in| del | in in in in_|del/in
Al54|del/in|del/in| del | in | del | in |del/in| in |del/in|del/in| in |del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in | del |del/in|del/in|del/in| in in |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in| in in | del
Al155|del/in|del/in| del |del/in| del |[del/in| del |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| del |del/in|del/in| in |del/in| in | del | del | in [del/in| del |del/in| del | in | del | in | del |del/in| del [del/in|del/in|del/in
A156| in |del/in| del |del/in|del/in| in |[del/in| del | in in | del |del/in| in | del | in in |del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in
A157| in |del/in| del | in in |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in |del/in
Al158|del/in|del/in| del | del | del |del/in|del/in| in | del | in in |del/in|del/in|del/in| in |del/in| del | del | in [del/in| del | in |del/in| del | in in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | in | del | in
A159| in | del | del |del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in| del | in in in in |del/in|del/in| in | del |del/in|del/in|del/in|del/in| in | del | del | in [del/in| del | del | del |del/in| del | del | del | in
A160| del | del |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in| in in in in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in in | del | del | del | del |del/in|del/in|del/in| del in |del/in| del
A161| in |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in | del |del/in| del [del/in| del [del/in
A162| del | del |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in in in in |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in in |del/in| in [del/in
Al63|del/in| in |del/in| in [del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | del | in in |del/in| in | del |del/in| del | del | del |del/in| in |del/in| del | in |del/in| del | del | in [del/in|del/in| in in in |del/in
A164| del | del |del/in|del/in| in [del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| in in in | del | in [del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in| in in in | del | del | del |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in
Al165|del/in| in | del |del/in|del/in| in |del/in|del/in| del | del |del/in| in [del/in|del/in| in | del | del in | del | del in | del | del |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| in in |del/in|del/in| del |del/in
A166| del |del/in|del/in| in [del/in| in [del/in|del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in |del/in|del/in| in |del/in| in | del |del/in| del | del
Al167| in in | del |del/in|del/in| in [del/in| del in |del/in|del/in| in | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del in | del | del in | del |del/in|del/in| in [del/in| del |del/in| del in |del/in| del | del | in
A168| in |del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| in |del/in| del | in |del/in| del | del | in |del/in|del/in|del/in|del/in| del [del/in|del/in| del |del/in| in in in in in |del/in| in | del | in [del/in| del
A169|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | in | del | in | del | del |del/in| in | del |del/in|del/in| del | del |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| del [del/in| del |del/in
A170|del/in|del/in| in |del/in| in in |del/in| in in |del/in|del/in| in in in |del/in| del | in | del | in | del | del | del |del/in|del/in| del | in | del |del/in|del/in| del | del | del | del |del/in|del/in
Al71|del/in| in |del/in| del | in in |del/in|del/in|del/in| del [del/in| del | in in in | del |del/in| in [del/in| del | in |del/in|del/in| in in in |del/in|del/in| in | del | del |del/in|del/in| in in
Al172|del/in| in |del/in| in [del/in| del |del/in|del/in| in | del |del/in| del [del/in| del in in | del |del/in| in [del/in|del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del in |del/in| del in |del/in| in |del/in| in
Al173|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in|del/in| in |del/in| in |del/in|del/in| in [del/in|del/in| in |del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in|del/in| in in | del |del/in|del/in|del/in| in |del/in| in in in
A174| in |del/in| del | in [del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| in [del/in| in in in | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | in |del/in|del/in| del |del/in| in |del/in|del/in| del |del/in| del |del/in
A175| del | del |del/in|del/in| del |del/in| del | in |del/in| del | in in |del/in| del |del/in| in |del/in| in |del/in| del | del | in |del/in| in | del | in | del | in | del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in
A176| del | del |del/in| in [del/in| del |del/in|del/in| in | del |del/in| in in |del/in| del | in in |del/in| in in |del/in| del |del/in| in in |del/in|del/in|del/in|del/in| del | in |del/in| in [del/in| del
A177|del/in|del/in| del |del/in| del |del/in| del | in |del/in|del/in| in in |del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in|del/in| del | del | del | del [del/in|del/in| in | del |del/in| del |del/in| in | del |del/in| in in
A178| del |del/in| in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del |del/in|del/in| in in |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| in |del/in| del |del/in|del/in|del/in|del/in| del | del | in in |del/in|del/in|del/in
A179| in |del/in| del | in | del |del/in| del | in in |del/in| in [del/in| in | del | in |del/in|del/in| del |del/in| in |del/in| del | del |del/in|del/in|del/in| del | del | del |del/in| in [del/in|del/in| del | in
A180|del/in|del/in|del/in| del | del | in | del |del/in| in [del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in|del/in| del |del/in| in in |del/in| del [del/in|del/in| in in | del |del/in|del/in| del | in in |del/in| del | in
A181]| del |del/in| in [del/in|del/in| in | del |del/in|del/in| del | in |del/in|del/in|del/in| in |del/in|del/in| in |del/in| del | del |del/in|del/in| del |del/in| in | del | del | del | del | in [del/in| del | del | in
A182|del/in|del/in| del |del/in| del | del | del |del/in| del | del |del/in| in in |del/in|del/in|del/in| in |del/in|{del/in| in | del | in | del | del |del/in| in |del/in| del | del | del |del/in| in |del/in| in | del
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