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1. GIRIS

Her alanda oldugu gibi genetik alaninda da son yuzyilda pek ¢ok gelisme
kaydedilmistir. Bunun sonucunda ginuimuzde genetik olarak c¢ok fazla
bilgiye ulasilabilmektedir. Genetik calismalardan elde edilen sonuglarin
anlamli bir hal alabilmesi istatistigin etkili kullanimiyla mimkun olmaktadir.
Tam bu bilgilerin kullaniimasi ve degerlendiriimesi igin ise istatistiksel
yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle 6zel olarak genetik
alaninda kullanilabilecek gesitli istatistiksel yontemler gelistiriimis ve halen

geligtiriimektedir.

ileri gelen insan genetigi dergilerinde cikan makalelerin cogu yeni
istatistiksel analiz  yontemleri  gelistrmek Uzerine yazilmaktadir
(Sham,1998). istatistik ile genetik arasinda gegmise dayanan bir bag
bulunmaktadir. Modern istatistigin iki é6nct ismi Karl Pearson ve Ronald
Fisher, ¢alisma hayatlarinin belli bir ddneminde genetikle ilgilenmislerdir.
Karl Pearson, Francis Galton ve William Weldon'un beraber kurduklari
Biometrika dergisinin ilk sayisinda (1901) basmakalede biyologlarin,
matematikgilerin ve istatistikgilerin farkl alanlarda c¢aligtiklari ancak
birbirlerinin konularini anlayarak beraber calisacaklari ve bdylece de
biyometri alaninin gelisecegi ve yeni ¢alisma sahalarinin ortaya ¢ikacagi

belirtilmigtir.

Genetik ve istatistik arasinda eskiye dayanan bir bagd olmasina
ragmen genetik istatistigi hem genetikgilere hem de istatistikcilere zor
gelmistir. Ancak glnimizde istatistik, Genetik, Matematik, Bilgisayar
Muhendisligi gibi birden fazla disiplinin bir araya getiriimesiyle genetik

verilerin analizi icin gereken yontemler gelistiriimektedir.

Bu calismanin amaci, hastaliklarin genetik iligkilerini ortaya koyup,
onlari dnlemek ya da tedavi etmek igin son yillarda gelistirilen aile bazli

istatistiksel genetik analiz yontemlerinden sik kullanilanlar hakkinda bilgi



vermek ve uygun olan analiz yontemlerini elimizde bulunan veriye

uygulayarak gostermektir.

1.1 Genetik Bilimi

Genetik, canli organizmalarda kaltim ve degisimin incelendigi bir bilim
dahdir (Griffitis ve ark. 2000). istenen dzelliklerin kalitilabildigi bilgisi tarih
Oncesi c¢aglardan beri bitki ve hayvan Kkalitesinin artiriimasi igin
kullanilagelmistir. Ancak kalitimin bilimsel boyutunu aragtiran modern
genetik, 1800’lu yillarin ortalarinda Gregor Mendel’in yaptidi ¢alismalarla
ortaya cikmistir (Weiling, 1991). Mendel kalitimin, belli 6zelliklerin
badimsiz olarak aktarildigi bir stre¢ olarak gdézlemlemistir. Kalitimin bu
temel birimi bugln ‘gen’ olarak adlandiriimaktadir.  Gen yasayan
canllardaki kalitim birimidir. Genler, canli organizma hucrelerinde DNA,
deoksribonukleik asit, molekllindn iginde fiziksel olarak yer alirlar.
Genlerde tasinan bilgi hdcrenin bolimlerinin olusturulmasi ve kontrol
edilmesi icin kullanir. Genetik bilgi canlinin dis gorunusune ve
davraniglarina buyuk dOlgude etki etse de, asil olarak organizmanin maruz
kaldig! dis gevre ile genetiginin etkilesimi canlinin yapisini belirlemektedir.
Ornegin; genler kisinin boyunu biiylk élclide belirlese de, beslenme sekli,
cocukken maruz kaldi§i hastaliklar gibi dis faktorlerin de kiginin boy

uzunluguna buyuk etkisi vardir.

1.2 Genetik ile ilgili Temel Bilgiler

Bireyin genetik bilgisi hucre c¢ekirdeginin icinde bulunan 23 gift
kromozomdadir. Bunlarin 22 ¢ifti otozom, vucut kromozomlari, 1 cifti de
cinsiyet kromozomlaridir, gonozom veya esey kromozomlari olarak da

adlandirilirlar.

Kromozomlarin kimyasal yapisinda deoksribonukleik asit, DNA

bulunur. DNA, DNA ipligi olarak adlandirilan ve birbiri etrafinda donerek



sarmal bir yapi olusturan bir ¢ift molekulden olusur. Bu ipliklerden her biri
nukleotid zinciridir. NUkleotidler; seker, fosfat ve azotlu bazdan olusur.
Doért cesit azotlu baz bulunmaktadir: Adenin (A), guanin (G), sitozin (C) ve
timin (T). DNA ipligi Gzerinde bulunan gen icindeki nikleotid dizisi canlinin
yasami boyunca Uretmek zorunda oldugu proteinleri tanimlar. Nukleotid
dizisi ile proteinleri olusturan amino asit dizisi arasindaki iliski genetik
kodlarla belirlenir. Genetik kod ‘kodon’ adi verilen Ug¢lu niukleotid dizisinden
olusur (Orn: ACA, TTG gibi). Her kodon bir amino asidi belirlemektedir.

Dért gesit baz bulundugu igin 4° = 64 farkli kodon vardir. Ancak 20 cesit
amino asit bulundugu igin bir amino asidin birden fazla belirleyici kodonu

bulunmaktadir.

Watson ve Crick 1953’te birbirine bagli iki DNA ipligiyle birlikte
kromozomlarin ¢ift sarmal yapida olduklarini 6ne surmuslerdir. Bir iplikte
bulunan her bir baz, diger iplikteki baza hidrojen bagiyla baglidir. A bazi
T’ye, G bazi da C’ye baglanmaktadir. Bu nedenle iki iplik de ayni genetik
bilgiyi tagimaktadir. 23 kromozomdaki toplam baz ciftleri sayisi yaklasik

olarak 3x10°kadardir.

Gen adi verilen kahtim birimlerinin varhdr 1865 yilinda Mendel
tarafindan ortaya atilmigtir. Genler, kromozomlar Uzerinde yer almaktadir.
Su anda insanda 30000 gen oldugu tahmin edilmektedir. Kromozom
uzerinde bulunan ve DNA’'nin bir pargasi olan gen, proteinin yapi ve
islevlerini gosteren amino asit dizilimini belirler. Genin degisik bigimlerine
alel adi verilir. Genler alel ciftleri halinde bulunurlar. Her bir alel, ayni
Ozelligin farkh kodlarini tasidigi igin farkli 6zelliklerin ortaya g¢ikmasini
saglar. Her es kromozomda her karakter igin genin bulundugu belli yere
lokus denir. Organizmanin genetik yapisi olan genotip, ayni lokusta biri
anneden digeri babadan kahtiimis olan bir cift alel igerir. Ornegin A ve a
alellerinden olusan bir gen igin olasi genotipler aa, AA, Aa dir. Genotipi

olusturan aleller ayni ise (Orn. AA veya aa) birey homozigot, farkli ise



(Orn: Aa) birey heterozigottur denir. Bir ebeveynden kalitilan farkli
lokuslardaki alel dizisine haplotip denir.

1.3 Genlerin Kalitimi

Her bir hiicrede bulunan 46 kromozomun 23’0 anneden, 23’'U de babadan
kalitilmaktadir. Her bir ebeveynden aktarilan tim kromozomlar hem o
ebeveynin annesinden hem de babasindan parcalar tasimaktadir. iki
kromozom arasindaki DNA pargalarinin degisimine c¢apraz degisim

(crossover) adi verilir. (Sekil 1.1)

Sekil1.1 Capraz degisim

Yumurta olugurken sadece annenin nukleotidlerinin yarisi gegirilir.
Annenin ve babanin ebeveynlerine ait olan parcalarin karigmasi islemine
mayoz adi verilir. Ayni sekilde sperm hucreleri olusurken babanin

ebeveynlerinin DNA’larina ait pargalar mayoz yoluyla karisir.

DNA ipliginin bir kisminin ayrilip baska bir DNA molekulinin
sonuna birlesmesi olayina rekombinasyon denir. Rekombinasyon
sayesinde ebeveynlerden gelen aleller ileri kugaklarda vyeni
kombinasyonlar olusturabilirler. Ayni kromozomda iki lokusu ele alalim. ilk
lokus igin olasi aleller A ve a, ikinci lokus icin olasi aleller B ve b olsun.

Birey anneden AB, babadan da ab haplotiplerini almis olsun. Bu durumda



s6z konusu bireyin lokuslarindaki genotipler Aa ve Bb dir. Eger gamet
(Ureme hucresi) adi verilen yumurta veya sperm mayoz sirasinda Ab
haplotipini almigsa, bu haplotip olusurken rekombinasyon meydana
gelmistir. Ab haplotipini olusturan iki alel A ve b farkli ebeveynlerden
gelmigtir. Ayni sekilde aB haplotipi de rekombinanttir. AB ve ab ise
rekombinant olmayan haplotiplerdir. Eger iki lokus arasinda tek sayida
capraz degisim olmussa iki lokus rekombinanttir. Cift sayida c¢apraz
degisim s6z konusu ise iki lokus rekombinant degildir (Almgren ve ark.
2002).

Capraz degisim her bir kromozom boyunca rasgele olarak
gerceklesir. iki lokus arasinda 1 Morgan (100 santiMorgan, cM) mesafe
vardir. 1 cM, istatistiksel olarak duzletiimis %1’lik rekombinasyon sikligina
sahip olan iki lokus arasindaki genetik mesafe olarak tanimlanmaktadir.
cM olarak ifade edilen genetik uzaklik sayisal olarak yuzde seklinde ifade
edilen rekombinasyon sikligina esittir. Kadinlar ve erkeklerde birbirlerinden
farklidir. Kromozomlarin uzunluklari birbirlerinden ¢ok farkh olabilirken,
otozomlarin ortalama genetik mesafesi 1.6 Morgandir (Almgren ve ark.
2002).

Rekombinasyon fraksiyonu ©, mayoz sirasinda iki lokusun
rekombinant olma olasiligini verir. Rekombinasyon fraksiyonu, iki lokus
arasindaki genetik mesafe olan x’in fonksiyonu olarak ifade edilmelidir.
Cunku birbirine ¢ok yakin iki lokusun rekombinant olma olasiligi ¢ok

dusuktar.

Capraz degisimi gosteren pek ¢ok olasilik modeli vardir. En anlagilir
olan ve en sik kullanilan Haldane (1919) tarafindan geligtiriimistir. Bu
model, c¢apraz degisimin kromozom boyunca rasgele olarak, Poisson
dagihima gore meydana geldigi varsayimina dayanir. Haldane’nin uzaklik
fonksiyonu, 6 rekombinasyon fraksiyonu cM cinsinden genetik uzakligi

gOsteren X'in fonksiyonu olarak; Denklem 1.1’de gdsterildigi gibidir.



0(x) = 0.5(1 — exp(=0.02x)) Denklem 1.1

6 < 0.5 oldugunda ayni kromozom Uzerinde bulunan iki lokus birbirleriyle

baglantihdir denir. Farkli kromozomlar Uzerinde bulunan lokuslar birbirleriyle
baglantii  degildir ve rekombinasyon fraksiyonu @=0.5tir. Farkl
kromozomlar Uzerinde bulunan lokuslar arasindaki genetik mesafe sonsuz
olarak tanimlanabilir. Bu durumda bu iki lokusun kalitimi birbirinden bagimsiz

olaylardir.

1.4 Genetik Yapi ve Genlerin Konumlarinin Belirlenmesi

Genotiplerin kesin olarak belirlenmesi her zaman mimkun degildir. Fenotip,
genotipin ve dig etkenlerin canlinin dis goérintsundeki yansimasidir.
Genotipin ve cgevresel faktorlerin fenotipteki etkileri genetik model yoluyla
aciklanabilir. Genetik model bir veya daha fazla gen igerebilir. Tek gen
hastaliklarinda, hastaligin ortaya c¢ikmasindan yalniz bir gen sorumludur.
Ornek olarak Huntington hastali§i tek gen hastaligidir (Gusella ve ark.,
1983). Hastaligin genetik kismi birden fazla genin bir araya gelmesiyle
olusuyorsa, bu tip hastaliklara ¢ok gen hastaliklari adi verilir. Tip Il diyabet
cok gen hastaliklarina oOrnektir (Horikawa ve ark., 2000). Farkh alt
populasyonlarda farkli gen ya da genler ayni hastaliktan sorumlu olabilirler.
Bu durumda bu hastaliklar heterogenik hastaliklardir denir. Kalitimsal meme
kanseri bu tur hastaliklardandir. Farkli populasyonlarda iki farkli genin bu
hastaliktan sorumlu oldugu bulunmustur (Hall ve ark., 1990, Wooster ve ark.,
1995).

Gen veya genlerin fenotipte yarattigi etki penetrans parametreleriyle
aciklanir. Penetrans, genotiple fenotip arasindaki iligkidir. Baska bir deyigle
genotipteki dzelliklerin fenotipte ifade bulmasidir. Genetik modelin penetrans

parametrelerini ve c¢evresel etki parametrelerini, hastaligin sik goraldugu



ailelerin fenotiplerinden olugan verilerle bulunmasina segregasyon (ayirma)

analizi denir.

Tek gen hastaliklarinda, genotipte tek bir hastalik alelinin bulunmasi
hastaligin ortaya ¢gikmasina yetiyorsa hastalilk dominant (baskin), hastalgin
ortaya gikmasi igin iki hastalik aleli gerekiyorsa hastalik resesif (gekinik) tir

denir.

il I, |
GF‘TD '.:hl‘

{a) (b)

Sekil 1.2 Otozomal dominant (a) ve resesif (b) kalitim

Sekil 1.2’de dominant (a) ve resesif (b) hastaliklarin goruldugu aile
agaclar verilmigtir. Kadinlar daire, erkekler de karelerle gdsterilmektedir.
Sekillerin renkleri bireylerin fenotiplerini belitmektedir. Siyah olanlar hasta
bireyler, beyazla gosterilenler saglikli bireylerdir. Aile agacinin basladigi
bireyler kurucu olarak adlandirilir. a ailesinde kadin kurucu bireyde gorulen
hastalik, U¢ kusakta da ortaya c¢ikmistir. b ailesinde kuruculardan biri
hastalik alelini tagimaktadir. Bu alel 3 kusak boyunca kalitiimistir. Hastalik
resesif 0zellik gosterdigi igin hastalik aleli 3 kugsakta kendini gostermemisgtir.
4. kusakta iki kuzen arasinda gergeklesen evlilik sonucu dogan gocuklar,
tasiyici olan hem anne hem babadan hastalik alelini almislardir. Bdylece

resesif 6zellik gosteren hastalik fenotipe yansimistir.
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Sekil 1.3 Genotiplerle Aile Agaci

Sekil 1.3’te iki lokustaki genotiplerin bilindigi aile agaci verilmigtir.
Aleller arasindaki dikey cizgiler haplotiplerin hangi ebeveynden kaltildiginin
bilindigi durumu anlatmaktadir. ikinci kusaktaki erkek bireyde oldugu gibi
bazen anneden ve babadan gelen haplotipler acik olarak goériimektedir.
Burada A-B haplotipi babadan alinirken a-b haplotipi anneden alinmistir.
Birey her iki lokusta da heterozigot oldugu igin durum agiktir. 3. kusaktaki
erkek birey i¢cin de A-b haplotipini babadan, a-b halotipini anneden aldigi
soylenir. Bu bilgiye ek olarak babadan gelen haplotipin rekombinant oldugu
da gorulmektedir. Cinki A ve b alellerinden biri buylkanneden digeri de

baylukbabadan alinmigtir.

Genetik modelde gen ya da genlerin lokuslarinin belirlenmesi diger bir
onemli husustur. Bunun i¢in marker genotipleri bilinmelidir. Genetik marker,
belirlenmis DNA dizisine verilen addir. Kromozom Uzerindeki yeri tam olarak
bilinen, en az iki olasi alelli lokuslardir. Gen olmasi gerekmez. Kalitilan
hastalik ve genetik nedeni arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak icin kullanilir.
Kromozomda birbirine yakin olan DNA parcgalari beraber kalitilma egilimi
gOsterirler. Bu bilgiden yola g¢ikarak, marker, kromozom uzerindeki yeri tam
olarak bulunmamis genlerin kahtimi c¢alismalarinda kullanilir. Ailedeki
bireylerin marker genotiplerinin bilinmesi kalitim deseninin ¢ikariimasina
olanak saglar. Baglanti analizi, markerlardan elde edilen kalitim deseninin
fenotiplerden elde edilen kalitim deseniyle korelasyonunun yuksek oldugu
bdlgeleri analiz eder. Baglanti analizi, birbirine yakin olan iki lokus arasinda



capraz degisim olasiliginin ¢ok dusuk oldugu dolayisiyla iki lokusun bereber
kalitilacaklari varsayimina dayanir. iliski analizinde ise, hastalik lokusuna
yakin olan marker, gosterge, lokusunda bazi alellerin beklenenden daha sik

kalitilmasi durumu kullanilir.

1.5 Genetik Epidemiyoloji

Genetik Epidemiyoloji; insan populasyonunda hastalia neden olan genlerle
cevresel etmenler arasindaki iligkiyi ve bu hastaliklarin ailelerdeki kalitim
desenlerini calisan bilim daldir. (Thomas, 2004) Genetik epidemiyoloji
calismalari aile bazli ve popullasyon bazl olarak yapilir. Aile ¢aligsmalari
genetik epidemiyologlarin kullandiklari bir yaklasimdir. Kohort ve vaka-

kontrol ¢calismalari da alternatif yaklagimlardir.

Genetik epidemiyoloji c¢alismalarinda amag¢ hastaligin genetik

dayanaginin arastiriimasidir. Bu arastirma yapilirken su sira izlenir:

1. Tanimlayici epidemiyoloji adi verilen ilk safhada hastaligin gosterdigi
uluslar arasi degisiklik deseni arastirilir. Go¢ eden bireylerde hastalik
riskindeki degisiklik gdzlemlenir. Ayni zamanda irkin, sosyal statiinin,
yasin ve cinsiyetin yarattigi farkhliklar da izlenir. Bu gézlemlerden yola
cikilarak hastaligin genetik ya da cgevresel faktorlerden etkilenip
etkilenmedigi arastirlir.

2. Genetik nedenler arastirilirken ilk adim hastaligin aile icinde gorulme
sikhginin incelenmesidir. EJer hastalik ailede, rasgele olarak
beklenenden daha sik goruluyorsa, hastaligin olusumunda genetik
etkilerden s6z edilebilir. Daha sonra, ailesel yatkinligin akrabaligin
derecesiyle, yasla ve c¢evresel faktorlerle ne kadar iliskili oldugu
arastinlir. Bu arastirmalar genellikle aile dykulerini kargilagtiran vaka-
kontrol ¢alismalarina dayali olarak ya da ikiz veya evlatlik ¢aligmalari

baz alinarak yurutular.
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3. Bu adimda akrabalar arasindaki hastalik deseninin bir veya birden
fazla genle veya ortak olan cevre faktorleriyle uyumu arastiriir. Eger
uyumlu gen bulunursa, ilgili genetik model parametreleri tahnmin edilir.
Bu calismaya Segregasyon Analizi adi verilir. Populasyon bazli aile
calismalari bu amacla kullanilir.

4. Daha sonraki agsama Baglanti Analizidir. Bilgi veren aile Uyelerinden
kan ornekleri alinir ve bilinen bolgelerdeki genetik markerlara bakilir.
Hastalikla paralel olarak aile boyunca aktarilan markerlar
(cosegregation), genin kromozomal bolgesi hakkinda bilgi verirler.
Genigletilmis aileler bu amagla, populasyon bazli olmasina gerek
olmadan kullanilabilirler. Ayrica ¢ok sayida etkilenmig kardes ciftleri de
ayni amagla calisilabilir (Thomas, 2004). Bu c¢alisma belli bir
kromozom secgilmeden, tium genomun taranmasiyla ve c¢alisma

ilerledikge ilgilenilen bolgenin daralmasiyla gergeklestirilebilir.

5. Arastirlan bolge daraldikga, daha da Ozele inmek igin baska
yontemler kullanilir. Bu g¢alismaya ince haritalama adi verilir. Birbiriyle
iliskisi olmayan vaka ve kontroller aday bdlgedeki markerlar agisindan
iligki bulmak igin kargilastirilirlar. Bulunan iligkiler herhangi bir genle
baglanti dengesizligi olusturabilir. Baglanti dengesizligi alellerin veya
markerlarin bazi kombinasyonlarinin populasyonda beklenenden daha

az ya da daha fazla gortlmesidir.

6. Bu asamada aday genlerle iligkilendirme yapilir. Baglantii bdlge
hastaligin nedeni ile ilgili fonksiyonlari bilinen bazi genler icerebilir.
Populasyon tabanli veya aile bazli vakalar ve kontroller arasinda aday
bdlgedeki genotiplerin karsilastirimasiyla, hastalikla gergekten iligkili
olup olmadig: test edilebilir. Olasi iligki, ince haritalamada oldugu gibi,
rasgele bir genle baglanti dengesizligini yansitan ve rasgele olmayan
bir iligki olabilir (Thomas, 2004).
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7. Sonraki asama, gen klonlanmasi ve mutasyonlarin belirlenmesi
asamasidir. Aday bolge yeterince daraldiginda ve bu bdlgede aday
herhangi bir gen bulunmadiginda, bolgedeki DNA polimorfizimler icin
ayrintili olarak incelenir. Polimorfizm; bir populasyonda ¢ok alelli genin
birden fazla fenotip gostermesidir. En az populasyonun %71’inde
gorulmesi gerekmektedir. Polimorfizim incelemesi pek ¢ok molekiler
teknigin yani sira, 1990-2003 yillari arasinda Birlegik Devletler Enerji
Bolimi ve Ulusal Saghk Enstitisi’nin yirittigd insan Genomu
Projesi’nden elde edilen veri tabani yardimiyla yapilabilir. Kontrollerde
¢ok az gorulen vakalardaki polimorfizimler olasi mutasyonlar olarak

degerlendirilirler.

8. Gen belirlendiginde, genin yapisi, her bir egzonun iglevi molekuler
yontemlerle incelenir. Daha sonra arastirmaci gesitli mutasyonlarin
gOrulme sikligini, her bir mutasyonun hastalik Gzerindeki etkisini yasla

veya cevreyle etkilesimlerini kestirir.

1.6 Gen Haritalama

Gen haritalama, genlerin belirli kromozomlar Gzerindeki yerlerinin
belirlenmesidir. Genetik Haritalama ve Fiziksel Haritalama olmak Uzere iki
farkli gen haritalama yontemi kullaniimaktadir. Genetik haritalama
kromozomdaki genlerin, birbirlerine baglantili olup olmamasindan yola
cikarak, goreli konumlarini inceler. EQer iki gen birlikte kalitiliyorlarsa, bu iki
genin baglantih oldugu dusunalir. Bodylece baglantii genlerin goreli
konumlari belirlenebilir. Fiziksel haritalama, belirli bir genin kromozom

Uzerindeki yerinin kesin olarak bulunmasidir (Gene Therapy Solutions, 2004).
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1.6.1 Baglanti Analizi

Baglanti analizi, yaklasik kromozomal bdlgeyi bulmak igin kullanilan
istatistiksel bir ydntemdir. Hastalikla yeri bilinen markerlar arasinda
kosegregasyon (cosegregation) bulunmasina dayanir. Kosegregasyon, iki
veya daha fazla genin beraber kalitiima egilimini tanimlamaktadir. Ayni
zamanda hastalik fenotipini gosteren bireylerin marker lokusun yakinlarinda

bulunan alelleri paylagmasidir.

Baglanti analizinde sik kullanilan iki yontem goéreli ¢ift ve LOD skor

yontemleridir.

1.6.1.1 Parametrik Baglanti Analizi

iki gen arasindaki baglanti analizinde (hastalik geni ile marker gen olabilir)
ilgilenilen parametre rekombinasyon fraksiyonu 6 dir. Birbirine tam olarak
baglantili olan iki gen mayoz sirasinda beraber aktarilir ve burada 6=0 dir.
Buna kargilik baglantili olmayan, farkli kromozomlarda bulunan iki genin
aktarim sureci birbirinden bagimsizdir ve 8=0.5 tir. Bir ailedeki hastalik ve
marker alellerinin kosegregasyonu (cosegregation) farkli © degerleri igin

olabilirlik fonksiyonunda 6zetlenebilir.

insan haritalama calismalarinda karsilasilan baglanti verilerinin
olabilirlik fonksiyonlari halinde ifade edilmesi ¢ok zordur. 1971’de Elston ve
Stewart tarafindan genis ailelerden elde edilen baglanti verilerinin analizi i¢in
gelistirilen algoritmadan Once, baglanti analizini ortaya atan ilk bilim
adamlarindan olan Morton (1956) baglanti verilerinin olabilirlik fonksiyonu
seklindeki ifadesinin ¢ok karmasik oldugunu goéstermistir. 5 kusaktan olusan
ailenin olabilirlik ifadesini 60 terimli 20. dereceden polinom (8) halinde
gOstermigtir. Baglanti problemlerini analitik olarak ¢6zmek her zaman
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mumkun olmamaktadir. Ancak baglanti analizini anlayabilmek icin analizin

matematik temelini 6zimsemek gereklidir.

Bir ailede tUm mayozlar rekombinant olanlar ve olmayanlar seklinde
ayrilabiliyorsa, olabilirlik fonksiyonu binomial olasilik fonksiyonudur. n
gOzlenen toplam mayoz sayisi ve r rekombinant sayisi, n-r de rekombinant

olmayanlarin sayisi olsun. Olabilirlik fonksiyonu;
L(O) = (")9’(1 _g)" Denklem 1.2
r

seklindedir. Bu fonksiyonu en buylk yapan 6 degeri, baska bir ifadeyle
gozlenen verilere en iyi uyum gosteren deger, rekombinantlarin gorel
sikliklandir. Ancak baglanti analizinde 6>0.5, yani iki lokus arasindaki
rekombinasyonun rasgele olarak gergeklestigi durum, biyolojik agidan konu
digi olarak ele alinir. Bu nedenle tahmin edilen rekombinasyon fraksiyonu su
sekilde tanimlanir:

r r 1

- eger — < —
H=1" n f Denklem 1.3

0.5 eger s

n 2

0 tahmin edildikten sonra baglanti olmadidi (6=0.5) hipotezi test edilir.
%50’den farkh olarak gozlenen rekombinasyon oraninin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadigi incelenir. Bunun icin denklem 1.4’teki test istatistigi

kullaniimalidir:

Z(0) = logL(—H) Denklem 1.4
L(0.5)

LOD skoru olarak bilinen bu test istatistigi baglanti analizi i¢cindeki en

onemli kavramdir. Haldane ve Smith (1947) tarafindan insan ¢alismalari igin
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ortaya atilmigtir. Pozitif LOD skorlari baglanti igin kanit olustururken, negatif
skorlar baglanti olmadigini gosterir. Z(0)>3 baglanti sonucuna ulagmak igin
yeterli goraltrken, Z(0)<-2 baglanti olmadigini, yokluk hipotezini, kabul etmek
icin yeterlidir (Morton, 1955).

6 = @ varsayimi altinda 3 olarak bulunan LOD skoru, gdzlenen veriden
elde edilen rekombinasyon fraksiyonunun, yokluk hipotezi olan 6=0.5ten
10’ =1000 kez daha olasi oldugunu gostermektedir. Yani baglanti icin odds
1000:1 dir. Bu sonucun p degeri 0.0001 dir. Cok dusuk anlamlilik dizeyindeki
baglanti galismalari igin ¢oklu testler 6nerilmektedir. X kromozomu tzerindeki

herhangi bir lokustaki anlamli baglanti icin LOD skorunun 2 olmasi yeterlidir.

Denklem 1.4 acilirsa;

("jer 1-0)""
r
Z(0)=log( "
( jo.sr (1-0.5""
r

0" (1-6)""
0.5" )

=logf" +log(1-6)"" —log0.5"

=rlogd+(n—r)log(1-6)+nlog2

)

Denklem 1.5
= log(

elde edilir. LOD skor fonksiyonunun elverigli yani bagimsiz aileler igin
toplamsal olmasidir. Aile kimelerinde sabit bir 6 icin toplam LOD skoru
ailelerin LOD skorlarinin toplanmasiyla elde edilir. Bu durum Grafik 1.1°de
gOsterilmisgtir.

(n,r) her bir aileden elde edilen n tane mayozu ve r tane
rekombinasyonu gostermektedir. Aileler bazinda elde edilen mayoz ve
rekombinasyon sayilarina gore, sol taraftaki grafikler her bir ailenin LOD skor
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fonksiyonlarini verirken, sag tarafta sirasiyla 1., 1. ve 2., 1., 2. ve 3. ailelerin
toplam LOD skor grafikleri gizdirilmigtir.

3 z
1
£ g 0
-1 am - 2.0
~Za i 02 03 0.4 0 —% i 0.3 ECE 0.5
2 z
i
5..:. i
-1 Am 1 - {200 | 4, 0
B 02 03 04 08 - w1 oz 03 o4 05
3 z
1
& g a
-1 4.3 1 —1 (0L (400 ard (4.2
-2 -z

a [ a2 03 04 0s a o 0.2 0.3 a4 05

Grafik 1.1 LOD Skor Grafikleri

Marker lokusuyla hastalik lokusu arasinda bir rekombinasyon
gozlemlendigi zaman, iki lokus arasindaki uzakligin O'dan buylk oldugu
sOylenebilir.  Grafiklerden anlagilacagi gibi, mayozda rekombinasyon

g6zlendigi zaman 8=0’da fonksiyon -~’a gitmektedir.

Buraya kadar analizler mayozlarin rekombinasyon olanlar ve
olmayanlar geklinde ayrilabildigi varsayimina dayandiriimisti. Ancak her
zaman bu ayrim yapilamamaktadir. Marker ve/veya hastalik lokusunun
homozigotlugu, fenokopiler (ayni ¢gevre kosullari altinda bir bireyin fenotipinin,
genotipleri farkli oldugu halde diger bir bireyin fenotipiyle ayni olmasi
durumu), tamamlanmamig penetrans, taninin kesin olmamasi, bilinmeyen
kalitim kalibi (genetik karakterin ya da hastaligin kusaktan kugsaga aktariima

sekli. Ornegin, otozomal dominant, otozomal resesif), rekombinasyon
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fraksiyonunun cinsiyete gore farklihk gostermesi, kayip marker ya da fenotip
verisi gibi durumlarla karsilasildiginda analiz yapmak zorlagsmaktadir.

1.6.1.2 Parametrik Olmayan Baglanti Analizi

Parametrik baglanti analizi alel sikliklarinin ve penetrans parametrelerinin
bilindigi durumda uygulanabilir. Ancak, daha karmasik, ¢ok genli
hastaliklarda, sadece genler degil ¢evre de etkilidir. Bu nedenle genetik
model olusturmak zordur. Bu tip durumlar igin parametrik olmayan baglanti
analizi yontemleri gelistiriimistir. Birden fazla hasta bireyi bulunan aile ele
alinir. Hasta veya saglkh olmak Uzere 2 cgesit fenotip gdzlenmektedir.
Cekirdek ailelerden elde edilen genotiplerde, ¢ocuklarin paylastiklari aleller
iki durumda incelenir. Hasta bireyler ayni kurucu bireyden aldiklari hastalik
alelini paylasiyorsa buna ebeveynlerden dolayi ayni (identical by descent),
IBD olma durumu denir. Test edilen lokusun yakinlarindaki markerlardan elde
edilen bilgiler dogrultusunda o lokustaki kalitim deseni tahmin edilebilir ve
hasta bireylerdeki IBD deseninin rasgele olarak ortaya ¢ikma olasiligi test
edilebilir.

Hasta kardeglerden elde edilen veriler parametrik olmayan baglanti
analizinde siklikla kullanilir. Cunkd bu turdeki veriyi toplamak ve parametrik
olmayan baglanti analizi yontemini iki kisden olusan kug¢uk aileye uygulamak
kolaydir. Bir kugsakta ayni alel hangi ebeveynden geldigine bakilmaksizin

paylasiliyorsa, ayni olma (identical by state) (IBS) durumu denir.

Ornegin;

_.-'|'\-.
2H PR

Sekil 1.4 Alel Paylagimi
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Sekil 1.4te 3 alelli bir sistemde aile bireylerinin genotipleri
goOrulmektedir. Cocuklarin bir ortak aleli vardir. Ancak 3 numarali alel olan bu
ortak alel erkek c¢ocuga babasindan ge¢misken, kiz ¢ocuga annesinden
gecmistir. Bu durumda IBD, yani ebeveynden dolayi ayni olan alel sayisi O
iken, IBS sayisi 1 dir.

IBD alel paylagsimi baglanti analizi icin 6nemi bir hususu olustururken,
IBS alel paylasimi ayni sekilde bilgi vermemektedir. CUnku iki alel ayni
atadan gelmese de IBS olabilmektedir.

Akraba ciftlerinden elde edilen genotip bilgisine dayanan yéntemler,
benzer fenotipe sahip ciftlerin marker alelleri paylasma sikliklarinin rasgele
olarak beklenenden daha fazla olup olmadigini arastirir. Bu yontemlerle
rekombinasyon fraksiyonu tahmin edilemez. Ancak hipotez testleri
uygulamasi oldukga kolaydir. Bu nedenle bu ydontemlerle ¢ok sayida marker
lokusunu baglanti igin kisa surede taramak mumkunddr. Ancak ince
haritalama icin onerilmez. Cunklu bu yontemler penetransla ilgili bir varsayim
icermezler ve parametrik degillerdir. Bu nedenle LOD skoru yonteminden
daha zayif testlerdir. Baglanti analizinde uygulanacak testin segimi hastalik
modelinin bilinmesine baghdir. Eger hastalik modeli bilinmiyorsa parametrik
olmayan testler kullanilir. Bu tur testler modelden bagimsiz testler olarak
adlandirihr (Whittemore, 1996). Dikotom (iki sonuglu) hastalik fenotipleri igin,
mutant (iIsinimlara maruz kalmis ve bozulmus) alellerin ¢ok ender goruldugu
varsayimina dayanarak, sadece hasta ciftler kullanilir. Hasta-saglikli ya da
saglikli-saglikli  bireylerden olusan c¢iftler c¢alismaya alinmaz. Eger
ebeveynlerden biri homozigotsa, ¢ocuklarin paylastigi alellerin IBD olup

olmadigina karar verilemez.

Aleller arasindaki IBD iligkisinin bilinmesi; H,:6=1/2 altinda iki

akrabanin, akrabalik iligskilerine gbére bir veya iki alellerini paylasma
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olasiliklarinin sabit olmasini saglar. Tablo 1.1°’de akrabalik dereceleri bilinen
ciftlerin alellerini IBD olarak paylagsma olasiliklari verilmigtir.

Tablo 1.1 IBD Olarak Alel Paylasim Olasiliklari

IBD Alel Paylagim Olasiliklari
Akrabalik
Derecesi
Tek yumurta
0 0 1
ikizleri
Kardegler 1/4 1/2 1/4
Ebeveyn-Cocuk 0 1 0
1. derece
3/4 1/4 0
kuzenler
Bilyuk ebeveyn-
Y Y 1/2 1/2 0
torun

Alellerin IBS olarak paylagsiminda kurulan yokluk hipotezi
populasyondaki alel sikliklarina dayandigi igin IBD’den daha karmasgiktir.
Sadece a ve b alellerinin bulundugunu varsayalim. Alel sikhlart p=(pa, Po)

olsun. Eger p, > p, ise, iki kardegin a alelini paylagsma olasiliklari b alelinden

daha yuksektir. Ebeveynlerin genotipleri bilinmiyorsa, IBS olarak paylasilan
alellerin yokluk olasilik dagihmlari hangi alelin paylasildigina baghdir ve
ebeveynelrin olasi tim genotip kombinasyonlarinin toplanmasiyla hesaplanir.
M, ebeveyne bagli marker genotipini, M, da gocugun marker genotipini
versin. O halde, IBS olarak n tane alelin paylagiimasi olasiligi Denklem
1.6’daki gibi hesaplanir. (Thomas, 2004)
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P(IBS =n)=Y" P(M ,|p)P(IBS =n[M ,)

Denklem 1.6
= ; P(M | p); P(M|M )I(IBS=nM,)

1.6.1.2.1 Hasta Kardesler Yontemi

Bu yontem fenotipleri benzer olan, dolayisiyla hastalik lokusundaki bir veya
iki aleli paylasma olasiliklari yuksek olan iki kardesin benzer marker alellerini
paylasmaya egilimli olduklarini belirten yokluk hipotezini test eder. Eger
hastalik ender goruliyorsa, hasta bireyin mutant alele sahip olma olasilgi
herhangi bir bireyden fazladir. Ancak saglikli bireyin mutant aleli olmasi
olasihg herhangi bir bireyinkinden ¢ok da farkli degildir. Bu nedenle dikotom
hastaliklar icin en ¢ok kullanilan akraba ciftleri hasta kardeglerdir. Rasgele
olarak secilen kardes ciftlerinin IBD olarak hi¢ alel paylasmama, yalniz bir
alel paylasma ve 2 alel paylasma olasiliklari sirasiyla 1/4, 1/2 ve 1/4 olarak
verilmisti. Eger ¢aligilan markerla hastalik lokusu arasinda bir baglanti yoksa,
bu olasiliklar bireylerin hastaliklarinin  konumlarina bagli olmaksizin
dogrudur. Eger iki kardes de hastaysa ve marker lokusu ile hastalik lokusu
badlantiliysa, sans eseri olarak beklenen IBD alel paylasimindan daha fazla
alel paylagimi beklenir. Tablo 1.2'de beklenen ve gbzlenen alel paylasim

dagilimlar verilmistir.

Tablo 1.2 Beklenen ve Gozlenen Alel Paylagim Dagihimlari

IBD olarak paylagilan alel sayisi

0 1 2 Toplam
Gozlenen A B C N
Beklenen N/4 N/2 N/4 N

Hastalik lokusunun belirlenen bir x genomu ile baglantili olup (Ho)
olmadigini (H¢) test etmek icin, Tablo 1.2’deki verilere dayanarak hesaplanan

test istatistigi;
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22=(A-0) (A4+C) ~x, Denklem 1.7

dir. Alternatif olarak Blackwelder ve Elston (1985) tarafindan geligtirilen test,

IBD olarak paylasilan alellerin ortalama oranlarini karsilagtiran t testidir.

H,:7=1/2 olarak belirlenir. 7=z, /2+, dir. Kestirimi; 7 =(B+2C)/2N

standart hatasi; SE(7)= \/(AB +4AC + BC)/4N’ . Serbestlik derecesi N-1 dir.

Ki kare testinden biraz daha gulcli oldugu bilinmektedir. (Thomas, 2004)
1.6.1.2.2 Hasta Akraba Ciftleri Yontemi

Teorik olarak hasta kardegler yontemi, hasta her akraba ciftine genellenebilir.
Tablo 1.2'deki beklenen degerler hesaplanirken, akrabalik iligkisine gore
Tablo 1.1'deki katsayilar kullanilir. Ve bir 6nceki bdlumde s6zlU gegen

ortalamalar testi kullanilir.

Uygulamada uzak akrabalarin alelleri arasindaki IBS iligkisinin tespiti
IBD iligkisinin tespitinden daha kolaydir. Populasyona ait marker alel sikliklari
biliniyorsa her iki turdeki iligki igin de olasilik tablolari olusturulabilir. Ancak
genellikle popullasyonda gorulen alel sikliklari bilinmez ve uygulanacak olan
verilerden kestiriimeye calisilir. Sadece ikili hasta akrabalari kullanmak
yerine, daha genis ailelerdeki hasta tum akrabalari ¢alismaya dahil etmek
daha guglu sonuglar verecektir. (Whittemore ve Halpern, 1994)

1.6.1.2.3 Kantitatif Karakterler i¢cin Kardes Cifti Yontemi

Tek genin sorumlugu oldugu karakterler aktarilirken Mendel Kalitim deseni
gOsterirler. Ancak birden fazla genin sorumlu oldugu karakterler bu kalitima
bagll olarak aktariimazlar. Bu genlerin birbirleriyle ve ¢evreyle olan iligkileri

kalitim desenini belirler. Bu tir karakterlere kantitatif karakterler adi verilir.
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Kantitatif karakterler icin test edilecek hipotez su sekilde kurulur: Ortak
alellerini IBD olarak paylasan kardes ciftlerinin (veya diger akraba ciftlerinin)
fenotipleri paylasmayanlara gére daha fazla benzerlik gosterir. Eger her iki
alelleri de ortak ve ikisi de IBD olarak paylasiliyorsa, bu durumda
fenotiplerindeki benzerlik ¢gok daha fazladir. Bu test yontemi Haseman ve
Elston (1979) tarafindan gelistiriimistir. Hasta kardes ciftleri yonteminde
oldugu gibi IBD alel paylasimini belilemek her zaman mUimkin
olmamaktadir. Bu nedenle Haseman ve Elston denklem 1.8’deki regresyon

denklemini gelistirmislerdir.

E(D,)=pr, +y(x, —1/2) Denklem 1.8

D, = (Y, —Y,)"dir. Bu denklemdeki katsayilarin beklenen degerleri ise;

E(B)=20"(1-26)
E(y)=0,(1-20)*

Denklem 1.9

seklinde hesaplanir.

Genetik varyans; o toplamsal genetik varyans (her bir alelin

toplamsal etkisi), o, ayni lokusta bulunan alellerin etkilesimi ve o; farkli

lokuslardaki etkilesimi bilesenlerine ayrilabilir. Denklem 1.9°da kullanilan

varyaslar genetik varyansin bilesenlerindendir.

1.6.2 iligki Analizi

Genetik baglanti, kisa kromozomal pargalarin bozulmamis sekilde
ebeveynden c¢ocuga aktarilma egilimidir. Baglanti sonucunda bu kisa
kromozomal parcalardaki alel kombinasyonlari nesiller boyunca taginarak
korunabilirler. Alellerin genetik kosegregasyonu, lokuslar arasindaki genetik

uzakhk ne kadar az ise o kadar fazla olmaktadir. Belli bazi haplotiplerin
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nesilden nesile gok fazla tekrar etmesi siki baglantidan ileri gelebilir. Bu
duruma alelik iligki adi verilir. Baglanti analizi, daha az markerla karakterden
sorumlu lokusu bulmak igin tim genom boyunca yapilabilir. Ancak iligki
analizi, ilgilenilen karakterden sorumlu olabilecegi dustnulen alel igin yapilan
analizdir. Baglanti analizinin aksine, iliski analizinde genetik lokuslarin
haritalanmasi dnemlidir. iliskilendirme analizi gelecek igin ¢ok sey vaat
etmektedir. Gelecekte genomdaki her lokusun hastalik karakteri tasiyip
tasimadiginin iliski analiz yontemleriyle test edilebilecedi 6ngoérilmustir
(Risch ve Merikangas, 1996).

Her birinde sirasiyla A4, Ay,...,Am, ve B4, Bo,...,Bm, alelleri bulunan A
ve B lokuslarini ele alalim. Alellerin goéreli olarak populasyonda goértlme
sikliklar sirasiyla p1, p2,---,Pm, V€ Q1, d2,---,dm, Olsun. Bu lokuslar i¢in toplam
mxn tane olasi haplotip yazilabilir (A1B1, A1B2, ..., AnBn,). Her bir haplotipin
goreli sikliklart da h44, hqa,...,hmn, OIsun. Eger bir haplotipte A; alelinin
gorulmesiyle B; alelinin gorulmesi birbirinden bagimsiz olaylarsa, ayni

haplotip igcinde gorulme sikliklari marjinal sikliklarinin garpimina egittir.
hij =P %9, Denklem 1.10

Eger bu denklem saglanamiyorsa, aleller iligkilidir denir.

8, A ve B lokuslari arasindaki rekombinasyon fraksiyonu, hjp ise AiB;
haplotipinin simdiki kusakta gdrtlme sikhigi olsun. Gelecek kusaktaki A ve B
lokuslari i¢cin her bir haplotip ya rekombinanttir (6 olasihgiyla) yada
rekombinant degildir (1-6 olasiligiyla). Eger haplotip rekombinantsa, AB;
olma olasihgi hj, iken, eger rekombinant degilse bu olasilik rasgele eglesme
varsayimi altinda marjinal frekanslarin garpimina esittir. Bu nedenle AB;

haplotipinin bir sonraki kusaga aktariima olasiligi;

hy =(1=h;, +tb,q, Denklem 1.11
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O halde gelecek kusak ile simdiki kusak arasinda bir haplotipin goruime
olasiligindaki degisim;

hy —hy, =0(p,q,; —hy,) Denklem 1.12

Simdiki kusakta alelik iligski yoksa haplotip sikhdlr degdismeyecektir.
Eger iliski varsa, degisim rekombinasyon fraksiyonuyla orantilidir. Kusaklar
arasi haplotip sikliklarinda degisim gozlenmesi, iki lokusun bagdlanti
dengesizliginde  oldugunu  gosterir.  Rasgele eslesmenin  oldugu
populasyonlarda baglantt dengesine ulasma hizi  rekombinasyon
fraksiyonuna baglhdir. Denklem 1.11’de gerekli matematiksel islemler

yapildiktan sonra;
hy —piq; =1=0)hy, —p.q;) Denklem 1.13

esitligi elde edilir. Buradan gorulmektedir ki her bir kusakta haplotip sikhigi ve
onun dengedeki de@eri arasindaki fark (1-0) kadar azalmaktadir. O halde k
kusak sonra;

hz_'jk —Piq; = (1- H)k (h;'jo - piq_j) Denklem 1.14

Goreli haplotip sikligi ve dengedeki degeri arasindaki fark aleller
arasindaki ilsikinin buyuklagunu olgmek icin kullanilabilir. Kugaklar arasinda
baglanti dengesizliginin dususu Grafik 1.2°de goérulmektedir.
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Grafik 1.2 Kusaklar arasi baglanti dengesizligi

Grafik sola alttan sag uUste dogru sirasiyla 0.5, 0.1, 0.01, 0.001 ve
0.0001 rekombinasyon fraksiyonlarina gore gizilmigtir.

ilk hastalik mutasyonu belirli bir kromozom (izerinde yer alir ve ayni
kromozom Uzerinde yakin lokuslardaki alellerle iligkilidir. Bu iligki kusaklar
boyunca meydana gelen rekombinasyonlar sonucu bozulur. iligki
¢alismalarinda, ¢ogunlukla hastalik lokuslariyla siki baglanti i¢cinde oldugu,
yani iligkili oldugu, dusundlen markerlar kullanilir. Ancak alelik iligkinin pek
cok nedeni olabilir. Baglanti dengesizligi ve alelik iligki; rasgele genetik
suriklenme (genetic drift), mutasyon, segilim, populasyon karigimi
(population admixture) ve tabakalagsma sonucu ortaya cikar. Segilim; bir
bireyin genotipi saglikli Greme Uzerinde etkili oldugunda ortaya c¢ikar.
Populasyon karigimi ve tabakalasma ise populasyon gesitli kultarel ve cografi
nedenlerden dolay! iki veya daha fazla alt gruba ayriimigsa gorulen bir
durumdur. Her alt grupta birbiriyle baglanti dengesizliginde olan iki lokus

populasyonun tamamiyla da dengesizlik halinde olabilir.
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Rasgele genetik suriklenme, sonlu bir populasyonda kusgaktan
kusaga, alel ve haplotip dagilimlarinda meydana gelen rasgele degisimi
anlatir. Bir kusagin gen havuzu, bir 6nceki kusagin gen havuzundan alinan
orneklem gibidir. Bu nedenle alel ve haplotiplerin goreli sikliklari 6rnekleme
varyansina baghdir. Ayni zamanda, meydana gelen mutasyonlar alel ve
haplotip sikliklarini kusaktan kusaga degistirebilirler. Populasyon ne kadar
klguk olursa, olusan mutasyonlarin ve érnekleme varyansinin etkisi o kadar
baylk olur. Sabit bir popullasyonda iki lokus arasindaki baglanti
dengesizliginin  buyuklugu populasyonun buyukligine, rekombinasyon
fraksiyonuna ve mutaston hizina baghdir. Secilim, populasyon karisimi ve
tabakalasma populasyon buyukliginden bagimsiz olarak baglanti

dengesizligine yol acgabilirler.

Baglanti dengesinde bulunan 3 alt populasyonu ele alalim. Tablo

1.3’te populasyonlarin buyuklUkleri, alel ve haplotip goéreli sikliklari verilmigtir:

Tablo 1.3 3 alt populasyonun alel ve haplotip goreli sikliklari

A alelinin B; alelinin A;B; haplotipinin
Bayukluk (N) gorulme gorulme gorulme
olasiliklari olasiliklari olasiliklari
N P1 Q1 P11
N2 P2 Q2 P2 g2
N3 P3 Qs P3 03

Bu 3 alt populasyon birlestiginde, alt populasyonlar arasi Greme olmadigi

varsayilarak, alel ve haplotip sikliklari Denklem 1.15’teki gibi olacaktir:
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P(4',) = iAl.Ni /iNi
i=l i=l

3 3
P(B'i):;BiNf/;Ni Denklem 1.15

P(A'.B',) = iAI.Bl.NI. /iNl.

i=1 i=1

Eger dengedeki goreli siklik P(A4', B',) alel olasiliklarinin g¢arpimina esit

degilse, birlestirilen populasyonda A ve B alelleri iligkilidir denir.

iki lokus arasinda bulunan iligki, bir lokustaki alelin diger lokustaki alele
badli olarak goértlmesinden kaynaklanir. Marker lokus ile suphelenilen
hastalik lokusu arasindaki baglanti, iliskiye yol agar. Hasta bireylerde marker
alellerinin saglikli bireylerden daha fazla gorulmesi populasyon duzeyindeki
alelik iligkiyi gosterir. Bu iliski baglantiyla alakali olmayabilir. Baglanti
dengesizligi siklikla alelik iliskiyle es anlamda kullaniimaktadir. Ancak bu
durumda iligkiye neden olacak etmenler gézden kagabilmektedir. Bu nedenle
gamet agsamasi dengesizligi terimi onerilmis (Almgren ve ark. 2002). Baglanti
dengesizligi sadece baglanti durumunda, rekombinasyon olmadigi zaman,
alelik iligkilendirme  anlamina  gelir. Baglanti dengesizliginden

kaynaklanmayan alelik iliski lokus haritalamasi igin kullanilamaz.

Baglanti analizi kromozomal boélgede hastalik lokusunun tespiti igin
onemli bir analizdir. Ancak ince haritalama igin ¢ok kullanish degildir. Clnku
rekombinasyon fraksiyonundaki kuguk farkliliklarin ayirt edilebilmesi igin ¢ok
sayida bilgi veren gametten olusan veri gerekmektedir. ince haritalama
calismalarinda iligki analizinden sonra baglanti analizi yapilabilir. Cogu
populasyonda guglu baglantiya baglh olan alelik iligki, lokuslar arasindaki
rekombinasyon fraksiyonlari %1’den az oldugunda ortaya c¢ikar. Cogu iligki
yontemi ya baglanti oldugu durumda iligki testi ya da iligki oldugu durumda

baglanti testi seklinde kullanilir. Alelik iligki olmadiginda, ince haritalama igin
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cok buyuk orneklem geniglikleri gerekirken, baglanti dengesizliginde daha
klguk 6rneklem geniglikleri yeterlidir.

iki lokus arasindaki alelik iliski, bu lokuslar arasinda giiclii bir baglanti
oldugunun gostergesidir. Ancak alelik iliski, populasyon karisimi ve
tabakalasma oldugunda baglanti olmasa da bulunabilir. Bu nedenle alelik
iligki calismalarinin tasariminda, analizinde ve sonugclarinin

yorumlanmasinda bu hususlar g6z énine alinmalidir.

En eski ve en basit iligki analizi yontemi vaka-kontrol ¢alismalaridir.
Hasta olan ve olmayan bireylerden, iki érneklem rasgele olarak alinir. Marker
alelin hasta bireylerde, saglikli olanlara nazaran daha sik gorulip goérilmedigi
test edilir. Eger hastalik, marker aleli tagiyan kromozomda mutasyon olarak
ortaya ¢ikmissa, istatistiksel olarak anlamli bulunan iligki marker ve hastalik
lokuslart arasindaki baglanti dengesizliginden kaynaklanabilir. Ancak
orneklem heterojen, birden fazla tabakadan olusan bir popillasyondan
alinmigsa ve tabakalar hastalik-marker alellerinin dagilimlarina gore farklilik
gOsteriyorsa, tabakalarda iligki olmadigi halde genel populasyonda hastalik-
marker iligkisi bulunabilir. Bu tur iligkinin biyolojik olarak bir anlami olmadigi

halde, populasyondaki heterojenlikten kaynaklanan iligki vardir.

Heterojenlikten kaynaklanan iligkiyi engellemenin (¢ yolu vardir. ilki;
uygulamasi zor olsa da homojen popiilasyonlardan érnek alinmalidir. ikinci
yol; etniklik gibi birlikte degisen degiskenleri de eklemektir, ancak uygun olan
genetik ya da cevresel degiskenlerin tespit edilmesi her zaman muimkin
olmamaktadir. Uglincii yol ise eslesmis kontroller kullanmaktir. Eger diger
genetik faktorler iligkiye neden oluyorsa, etnik esleme yapilmasi gereklidir.
Esleme yapabilmenin bir yolu kontrolleri aileden segmektir. En ¢ok kullanilan

aile bazl iliski analizi yontemi Kalitimda Dengesiz Aktarim Testi (TDT) ’dir.
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1.6.2.1 Aile Bazl iligki Analizi Yontemleri

Aile bazh iligki c¢aligmalar baglanti c¢alismalari ve vaka-kontrol iligki
galismalarinin birlestiriimesiyle olusmustur. Aile bazh iligki analizinde
kullanilan tum yontemler ebeveynden gecirilen alellerle, ebeveynden hasta
cocuga geciriimeyen veya saglikli gocuga gecirilen alellerin kargilastiriimasi

esasina dayanir.

1.6.2.1.1 Kahitimda Dengesiz Aktarim Testi (TDT)

Kalitimda dengesiz aktarim testi, (Spielman ve ark., 1993) marker ve hastalik
lokuslari arasinda iligkinin oldugu bilindiginde, markerla yakinlarinda bulunan
aday gen arasindaki baglantiy1 test eder. TDT yontemi, aileler arasinda
alellerin rasgele olarak dagilimdan ayrilmasini incelerken, IBD ve parametrik
baglanti analizi ydontemleri alellerin rasgele olarak dagilimdan ayrilmasini aile
icinde inceler. Diger bir deyisle; TDT, belli bir marker aleli ile hastalik aleli
arasindaki baglantiya, diger baglanti testleri ise belli bir marker lokusu ile
hastalik lokusu arasindaki baglantiya odaklanir.

Aile U¢lUsl, anne-baba ve hasta ¢ocuktan olusur ve butln bireylerin
marker genotipleri bilinir. Bir aile GgllsU ele alalim. Segregasyon bozulmasi
olmadigini varsayalim. Yani belli bir alelin gocuga gecirilmesi rasgele olarak
gerceklessin. Hastalik lokusunda D4 hastalik aleli ve D, normal alel olmak
uzere iki alel olsun. Burada D4 ve D, birer alel degil, birer alel grubu da
olabilir. Marker lokustaki alellerin ebeveynlerden g¢ocuga gegislerinin farki

populasyonda var olan alelik iligkinin ve baglantinin gostergesidir.

Marker lokusta sadece iki alel varsa; 2n ebeveynin n tane hasta
¢ocuga marker lokusundaki M1 ve M, alellerini gegirme sayilari Tablo 1.4’te

verilmigtir.
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Tablo 1.4 2n ebeveynin n hasta ¢ocuga gecirdigi alel sayilari a,b,c ve d

Gecirilmeyen Alel
Gegcirilen
Alel M M2 Toplam
M4 a b a+b
M- c d c+d
Toplam a+c b+d 2n

Sadece marker lokuslarinda heterozigot olan, M4M; alellerini tasiyan,
ebeveynlerin rekombinasyon fraksiyonu ile ilgili bilgi saglayabilecekleri

dusunulmektedir (Almgren ve ark. 2002). Test istatistigi;

(b ~ c)z 2
DT = ~— 2 ~ Denklem 1.16
(b +c) A

p D41 hastalik alelinin gorilme olasihdi, g da My marker alelinin gorilme

olasihigr olsun. MD; haplotipinin gorilme olasig;; P(M,D;)=h, olarak

verilsin. D1 ve My alelleri arasindaki iliskinin ol¢utu, d;
0=PM,D,)—P(M,)P(D,)=P(M,D,) - pq Denklem 1.17
p, q ve &’ya bagh haplotip olasiliklarinin fonksiyonlari;

h, =P(M,D,)=pq+06
hy,=PM,)=h,;=q(1-p)-05

hy =P(D;)—h,; =p(-q)-06

hy =PM,)—hy =(1-q)1-p)+6

Denklem 1.18

Sirasiyla D1D4, DD, ve D;D, genotiplerine sahip olan bireylerin goreli
sikliklari, penetranslari, f11 , fi2 ve fy, ‘dir. Eslesmelerin rasgele oldugu

varsayilir. Tablo 1.4’teki verilerin olasiliklari Tablo 1.5’te verilmistir.



30

Tablo 1.5 Gegirilen ve gegciriimeyen alellerin kombinasyonlarinin olasiliklari

Gegirilmeyen Alel
Gegcirilen Alel M; M-
M q’ +BgS5/p q(l-q)+B(1-0-¢)5/p
M, q(1-q)+B(O-q)d/p | (1-9)"-B(1-9)5/p

Tablo 1.5te, iki alelli sistemde, hasta gocuklara ebeveynlerden gegen ve
gecgmeyen alellerin tim kombinasyonlarinin olasiliklari verilmigtir. 8, marker

ve hastallk lokuslari arasindaki rekombinasyon fraksiyonu ve

1 .
B= p[p(fn = fi )+ (1 - p)(flz ) )][p2f11 + 2p(1 - p)flz + (1 - p)2 fzz] dir.
Olasiliklarin Cikarimi
Ebeveynler F1 ve F, ile gocuk C ile gosteriimektedir. A g¢ocugun hasta

oldugunu belirtir. F1 ebeveyninin genotipinin MM; olma ve M; alelini hasta

gocuga gegirme olayi T, = {E =M. M, F —>M,.} seklinde gosterilir.
Bayes teoremine gore;
P(T,|4) = P(A|T,)P(T,) | P(A) Denklem 1.19

yazilr.

Bayes Teoremi, olasilik teorisinin bir sonucudur. Rasegele
degiskenlerin kosullu ve marjinal olasilik dagilimlarinin iligskilendiriimesi
sonucu ortaya gikmigtir. A olayinin B olayina kosullu olasihgi, bagka bir

deyigle B olayi biliniyorken A’nin olma olasiligi, P(B) # 0iken;

P(ANB)
P(B)

P(A|B)= Denklem 1.20
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olarak hesaplanir. Bayes kurali ise B olayl oldugunda A olayinin olma
olasiligini, farkh bir olasiliga sahip olan A olayi oldugunda B olayinin olma

olasiligi cinsinden hesaplamaya olanak verir (Armitage ve Colton, 1998).
P(A|B) = P(B|A)P(4)/ P(B) Denklem 1.21

Ayx; birlikte bir o6rneklem uzayini olusturan, ayrisik A Az ,...,Aq

olaylarini temsil etsin. B de ayni uzayda bir olay ve P(B)>0 olsun. Bu

durumda Bayes kurali;

P(4,)P(B|4,)

Denklem 1.22
P(A,)P(B|A,) + P(4,)P(B|4,) + ...+ P(4,)P(B|4,)

P(Ak|B)=

Denklem 1.19'da verilen kosulsuz olasiliklar, P(Tj);

q’ i=j=1
P(T,)=P(M,M )P(F, > M [MM)=14(1~q) (. ))=(L2)veya (2}
(=) i=j=2

Denklem 1.23

Cocuklarin hastalik genotiplerine gore;

P(A)=P(AD,D,)p* + P(4D,D,)2p(1- p)+ P(AD,D,)(1- p)’
:fnp2 +2f12p(1_p)+f22(1_p)2

Denklem 1.24
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P(A|T;)=P(4|C =D, D,,T,)P(C = D,D||T})
+ P(4|C =D, D,,T,)P(C=D,D,|T;)
+ P(AC = D,D,.T;)P(C = D,D,|T;) Denklem 1.25

:fnP(CleDl‘ j/)+ﬁ2P(C:D1D2‘ g/
+ fP(C=D,D,|T;)

aij, F1 ebeveyninin T; olayina baglh olarak hastalik alelini gegirme olasiligi ise;

P(C =D,D||T,) = P(F, > D,)P(F, - D||T})
- pa,
P(C =D,D,|T,)) = P(F, - D,)P(F, - D||T;)
+ P(F, = D))P(F, - D, |T;) Denklem 1.26
=(l-p; + p(l-«a;)
P(C=D,D,|T,) = P(F, > D,)P(F, > D,|T;)
=(1-pl-a;)

Denklem 1.25 ve 1.26’dan;

P(A|T,) = fnpa,, + fult=pla, + pli-a, )+ £,0-pli-a,)
(fn _flz) ( _p)(flz _fzz )]"'pflz ( - )fzz Denklem 1.27
:a,-jZ"'pfn +(1_p) 2

Z=p(f,, = fi,)+(U=pXfi, - f»,) dir. Fyin normal olan D, alelini gocuga
gegqirdigi bilindiginde, gocugun hasta olma olasiligi;
P(A|F1—>D2)=pf12+(l—p)f22 kosullu olasiligi seklinde hesaplanir. 1-B,
hasta ¢ocugun kromozomundaki hastalik lokusunda normal alel bulunmasi
olasiliginin, populasyondan rasgele olarak secilen bir kromozomdaki hastalik

lokusunda normal alelin bulunmasi olasiligina oranini gostersin:
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_P(F,>D,|4) _
~ P(F,>D,)

B P(F, > D,,A)/ P(A4)

~ P(F, > D,)

_ P(A|F, > D,)P(F, - D,)/ P(A)
- P(F, > D,)

_ P(A|F, > D,)

P4

Denklem 1.28

Denklem 1.28, Bayes kurali kullanilarak son halini almigtir. Gerekli

islemlerden sonra B gekilerek Denklem 1.29 elde edilir:

_ )24 _ p[p(fn _flz)"'(l_l’)(flz —Jfx )] Denklem 1.29
P(4) p2f11 +2p(1_p)flz +(1_p)2f22

Denklem 1.19 ve 1.28’den:

P(T,; | A)=P(T,)|1 + (e, - p)B/ p| Denklem 1.30

F+in  MiM; marker genotipine sahip oldugu bilindiginde, hastalik alelini

gegirme kosullu olasiligi a;; ;
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a,P(T;)=P(F, > D,.,T})
=P(F, - D,,T,,R)+ P(F, - D,,T,,R)
=P(F, > M ,D,,F, =M M ,R)
+ P(F, > M D,,F,=M M ,R)
=P(F,=M,D,/M D, ,F, =M D,,R)
+P(F,=M,D,/M ,D,,F, > M D,,R)
+P(F,=M D, /M D,,F, M D,,R)
+P(F,=M,D,/M ,D,,F, - M D, R)
=P(F,=M,D,/M ,D,,F, > M D))
+[P(m,D, 1M ,D,)(1-6)+ P(M,D, / M ,D,)6)/2
[0+ 1{i= j)P(M,D, /M D))+ P(M,D, | M ,D,)]/2
+lo{pm, D, 1M,y - P(M,D, 1 M, D))/ 2

Denklem 1.31

Denklemin son satirina dikkat edilirse rekombinasyon katsayisi olan ©
(i,j))=(1,2) ve (i,j)=(2,1) olan q; ler icin eklenmistir. Rasgele eslesme varsayimi

altinda Denklem 1.18 ve Denklem 1.31’den asagidaki gibi bulunur:

(pq+9)/q i=j=1
o = (pq+96)/q-05/q(1-¢q) (i, /) =(1,2) Denklem 1.32
Tl (p(=q)=0)/(1-q)+05/q(1-q) (,))=(2,))
(p(l=q)-6)/(1-¢q) i=j=2

Denklem 1.32, 1.30 ve 1.23 birlegtirilirse; Tablo 1.5’teki degerlere ulasilir.

b ve ¢’nin farkinin beklenen degeri;

E(b—-c)=2nB6(1-20)/p Denklem 1.33

Egder penetranslar ayni ise B=0’dir. Dolayisiyla hastaligin ortaya
cikmasinda hastaligin bir etkisi yoktur. b-c’nin beklenen degeri, alelik iligki
olmadiginda, yani =0, veya baglanti olmadiginda, yani 6=1/2 oldugunda
sifirdir. Bu nedenle TDT istatistigi sadece su yokluk hipotezlerini test eder:
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Baglanti oldugunda, 6<1/2, iliski yoktur, 8=0. iligki oldugunda, &#0, baglant
yoktur, 8=1/2. iligkinin neden kaynaklandiginin bir dnemi yoktur.

TDT istatistigi c¢ikarilirken, hasta ¢ocugun ebeveynlerinin katkisinin
birbirinden bagimsiz oldugu varsayilmistir. Bu varsayim iligkinin yoklugunda,
5=0, dogrudur. Cinkii ebeveynlerin secimi hastalik aleline baghdir. iligki
olmadiginda hastalik alelleriyle marker alellerinin ebeveynlerde gorilmesi
arasinda korelasyon yoktur. Ancak, baglanti olmadiginda, alelik iligski varsa,
alellerin ebeveynlerden gegiglerinin bagimsizhidi hakkinda kesin bir sey
sOylenemez. Bu durumda, bagimsizlik varsayimi, eger marker alellerinin

toplumda gorulme sikliklari esitse ya da penetranslar ¢arpimsalsa;

3= fi, x [y, saglanir.

Ancak, b-c’nin ortalamasinin ve varyansinin baglantidan etkilenmedigi
ispatlanmigtir (Whittaker ve ark., 1998). Bundan oturli y° testi blyik

orneklem genisliklerinde her iki ebeveyn de analize dahil edilmigse gecerlidir.

Ebeveynlerin  alelleri  birbirlerinden bagimsiz olarak aktardigi
varsayimini yapmayan, daha az glce sahip bagka bir test Schaid ve Sommer

(1993) ve Knapp ve ark. (1995) tarafindan gelistirilmigtir.

TDT istatistigi heterozigot ebeveynlerin M1 ve M, alellerini hasta
cocuklarina gegirme sayilarini  karsilagtinir.  Gegirilen aleller vakalar,
geciriimeyen aleller kontroller olarak alindiginda, iki grup etnik agidan
mikemmel uyum gosterir, ¢linkd gruplar arasindaki esler ayni kisiden
alinmigtir. TDT, baglanti olmadidi ya da alelik iliski olmadigi yokluk hipotezini
test eder. Bu testten elde edilecek anlaml sonug, sans eseri degilse, hem
baglantinin hem de iligkinin varligindan ileri gelmistir. Anlamli sonucun bagka
bir nedeni de belirlenen alelin, hasta ¢ocuga gegirilmesinin beklenenden
daha fazla olmasidir. Bu nedenle testin gecgerli olmasi igin mayotik secilimin
olmadigi varsayilir. iliski oldugu zaman, TDT diger baglant testlerinden daha

fazla glice sahiptir. Ancak TDT aile iginde karsilastirma yaptidi igin, baglanti
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olmadiginda iligkiye yol agan toplumdaki tabaklagsmadan etkilenmez. (Ewens
ve Spielman, 1995)

1.6.2.1.2 Haplotip Bazli Haplotip Goreli Risk Testi (HHRR)

TDT’de bir ebeveynin gecirdigi ve gecirmedigi aleller es gbzlemler olarak
degerlendirilir. Birbirinden badimsiz aile Gglilerinden elde edilen gegirilen ve
geciriimeyen alel toplamlarindan olugsan veriler, iki bagimsiz vaka-kontrol
orneklemi gibi ele alinir. Bu test haplotip bazl haplotip goreli risk testi
(HHRR) olarak adlandiriimistir (Terwilliger ve Ott, 1992). iligki yoktur hipotezi

test edilir. Tablo 1.4’teki veriler kullanilarak yazilan test istatistigi;

2
HHRR = (b~c) P Denklem 1.34

(2a+b+c)(b+c+2d% -
n

TDT’nin aksine HHRR baglantiyi test etmek icin kullanilamaz. Ve
populasyonda var olabilecek tabakalasmadan etkilenir.  Ancak,
rekombinasyon katsayisi 0'a yakin oldugu zaman alelik iligki igin
kullanilabilecek guglu bir testtir.

TDT nin Gegerliligi

TDT iligkinin varliginda baglanti testi ya da baglantinin oldugu bilindiginde
iligki testidir. Baglanti testi oldugunda bir ailede birden fazla hasta gocuk
analize alinabilir. Bu durumda ebeveynlerin genotiplerine gdre gecirilen ve
geciriimeyen alel sikliklari her ¢ocuk igin ayri ayri yazilabilir. Baglanti analizi
olarak kullanildiginda genisletiimis aile agaclarn da teste alinabilir. Bunun
nedeni baglanti olmadigi yokluk hipotezi altinda, Mendel kalitim kuralina gére
(rasgele karisim) ebeveynlerden c¢ocuklara alellerin gegiriimesi ya da
geciriimemesi rasgele olarak gerceklesir. iligki analizi olarak kullanildi§inda,
ne kadar hasta gocuk olursa olsun, ebeveynlerden alinan genotipik bilgi her
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ebeveyn icin sadece bir kez kullanilabilir. Bunun nedeni, iligki olmasa da eger
baglanti varsa bir ebeveynin her bir hasta gocuguna dogru gergeklesen alel

aktarimi arsinda korelasyon vardir (Spielman ve Ewens, 1996).

Tsp, hasta iki kardesin ve ebeveynlerinin genotip verilerinin
kullanildigi, hem baglanti hem de iligki i¢cin gecgerli olan testtir (Martin ve ark.
1997). TDT ile benzerdir. Farklari, TDT'de iligkiyi test etmek icin iki hasta
kardesin kullanilamamasidir. Bunun nedeni Wicks tarafindan Ts, ve TDT'nin

karsilagtiriimasi ile gosterilmistir (2000).

MM, heterozigot marker genotipine sahip olan ebeveynler igin nqy;
Msalelini her iki hasta cocuga da geciren ebeveynlerin sayisini, ny; My alelini
her iki hasta cocuga da geciren ebeveynlerin sayisini ve nqy; Msalelini bir
hasta cocuga M, alelini de digerine gegiren ebeveynlerin sayisini gdostersin.

Tsp test istatistigi;

_ 2
r, == ra) Denklem 1.35
ny +ny,
TDT istatistigi:
_ 2
o7 = (i =) Denklem 1.36

(ny, +ny, +n,)/2

TDT, IBD alel gegislerinin fazla oldugu hasta kardeslerden olusan
verileri kullandigi igin baglanti testi olarak Tsp'den daha glgludur (Wicks,
2000). Cunku, baglanti oldugunda her iki hasta gocuga M alelini gegirenlerin
ve her iki hasta ¢ocuga My alelini gegirenlerin toplam sayisi, bir hasta gocuga

My alelini, digerine M, alelini gecgiren ebeveynlerin sayisindan fazladir.
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DT =T, x— "t 1) Denklem 1.37
(ny +ny +n,)/2

Denklem 1.37'deki carpim, fazla paylasimi g&stermektedir. iligki
olmadan, sadece baglantinin varligi, alellerin beklenenden fazla paylagimina
neden olmaktadir. Tsp'nin tek bagina baglantinin yaninda iligkinin varhigini
ortaya cikaradigi zaman, TDT’den elde edilecek ret sonucu alellerin fazla

paylasildigi seklinde yorumlanabilir.
1.6.2.1.3 Cok Alelli Marker ile Kalitimda Dengesiz Aktarim Testi:

Marker lokusunda yer alabilecek alel gesidi m>2 tane ise; Tablo 1.4, Tablo

1.6’daki gibi olugturulur:

Tablo 1.6 Cok alelli markerda gegirilen ve gegiriimeyen alel sayilari

Gegirilmeyen
Gecirilen My M, Mm Toplam
M, t11 t1o t1m t1.
My to1 to tom ta.
M tm1 tm2 tmm tm.
Toplam t 4 to tm t.

ikiden fazla alel sd6z konusu ise, hastalikla iliskili olabilecek birden fazla

alel bulunabilir.

Marjinal homojenligi test eden HHRR test istatistiginin ¢ok alelli marker igin

genellegtiriimis hali;

HHRR =Y (t, —t,)* /1, +1,) Denklem 1.38

olarak verilmigtir.
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Bu istatistik, baglanti dengesinin saglandigi varsayimi altinda asimptotik

olarak y’ , dagihimi gosterir.

Gegcirilmis ve gegcirilmemis alellerin tablodaki simetrisini test eden ¢ok
alelli marker igin genisletilmis TDT istatistigi asagidaki gibidir (Bickemoller ve
Clerget-Darpoux, 1995).

TDT, = (1, —t,»,»)2 (t; +1,;) Denklem 1.39

i<j

Denklemden anlasilacagi gibi ebeveynlere ait m(m-1)/2 tane olasi tim

heterozigot marker genotiplerinin toplamidir. Rekombinasyon fraksiyonu 1/ 2

oldugunda asimptotik olarak }(i(mfl)/zdaglhml gosterir.

HHRR istatistiginin bir dezavantaji baglanti dengesizligi bilindiginde,
¢ =1/2 oldugunda gecirilen ve gecirimeyen aleller birbirinden bagimsiz
degildir. (Ott, 1989) Bu durumda test istatistiinin varsayilan 6rneklem
dagihmi gecersiz olur ve tip | hata olasiligi artar. HHRR & =0 alternatif
hipotezi altinda tercih edilebilir bir test iken, 8 =1/2 yokluk hipotezi altinda
uygun degildir. Ancak HHRR testi baglanti dengesizligi testi olarak
kullanilirsa bu sorunlarla karsilasilmaz, ¢unku gegirilen ve gegciriimeyen

aleller baglanti dengesinde bagimsizdir.

Sadece bir marker alelin iligkili olup olmadigina karar vermek igin, o
alele karsilik diger tim aleller alinarak TDT; hesaplanir:

2
IDT; = {Z (t; —t,-,-)} I +1,) Denklem 1.40

i#j i#j

Hesaplanan TDT; degerleri bagimsiz dagdilim goéstermedigi icin

Bonferroni dizeltme faktort kullaniimalidir.
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Sham ve Curtis (1995) baglanti ve baglanti dengesizligi igin gegerli bir
test gelistirmiglerdir. Bu test her bir marker alelinin farkli derecede hastalikla
iligkili oldugu durumunu dikkate alir. Bir ebeveynde iki farkli marker aleli
varsa, hastalikla daha cok iligkili olan alelin gegiriime olasihglr yuksek
olacaktir. Bagka bir deyigle, ebeveynden gelen her marker genotipi i¢in ayri
parametrenin oldugu modele kargi kurulan yokluk hipotezi yerine, her marker
alel icin bir parametrenin bulundugu modele kargi kurulan yokluk hipotezi
dikkate alinmistir. (Sham ve Curtis, 1995)

Tek lokuslu hastalik modeli igin alellerin gegiriime ve gegirimeme

durumuna gore olasiliklari Tablo 1.7’de gosterilmigtir.

Tablo 1.7 Cok alelli marker i¢in gegirilen ve geciriimeyen alellerin olasiliklari

Gegirilmeyen
Gegcirilen My M. Mm Toplam
M; pid,, pprdy || Ppudn | pI+BA-0)e, -]
M p.pidy, pidy, || Ppudy, | P1+B(-0)e,-1)]
M PuP | Puladuy || Pad., | P.1+BA-0), D]
Toplam | p[1+Bée,-D]| pll+BAe,-D]| ... | p.[1+Bdg, D] 1

Genetik model hastalik lokusunu ve marker lokusunu icgerir. Hastalik
lokuusndaki aleller 1 ve 2, goérulme olasiliklari g1 ve qz dir. Benzer sekilde
marker lokusundaki aleller 1,2,...,m ve gorulme olasiliklart p1 , p2 ,.--, Pm
olarak gosterilmistir. s hastalik lokusunu i de marker lokusunu temsil etmek
Uzere, si haplotipinin gorilme sikligi hg ve si haplotipi icin baglanti
dengesizligi parametresi haplotip frekansinin baglanti dengesinde beklenen

frekansa oranidir, e, =h,/(q,p,) seklinde ifade edilir. Hastalikla marker

lokusu arasindaki rekombinasyon fraksiyonu 8 dir. st genotipinin penetransi
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fss seklinde ifade edilir ve f,,>f,=/,, =/, oldugu varsayilir. Ayrica

populasyondaki eglesmelerin rasgele oldugu ve verilerin hasta c¢ocuklar

arasindan rasgele olarak secildigi de yapilan varsayimlardir.

ij genotipindeki ebeveynlerden i ve j alellerinin esit olmayan bir

sekildeki aktariimasi d, #d, ise gerceklesir. Bu nedenle

d; =1+ B[(e, —1)+0(e,, —¢,)] aktarim esitsizligi parametresi olarak ele alinir.

B:{%[%(fll_ﬁ2)+Q2(ﬁ2_f22)]}/{Q12ﬁ1+2%Q2f12+%2f22} degeri, gocuk

hastayken normal alelin aktarilmasi olasiliginin, kosul olmadan normal alelin

aktarilmasi olasiligina oraninin 1’den ¢ikariimasiyla bulunur.

ETDT, TDT’nin ¢ok alelli marker igin baglanti dengesizliginde guglu
baglantiyi test etmek icin lojistik regresyon yaklagsimini kullanan genigletiimis
halidir. ij genotipine sahip ebeveynlerin i alelini gegirme oddslarinin
logaritmasi bi-b; ile belirlenir. Burada b; ve b; sirasiyla i ve j alellerine bagli
parametreleri vermektedir. p; ve p; ij genotipine sahip ebeveynlerin sirasiyla i
ve | alellerini gecirme olasiliklari olarak belirlenmigtir. Boylelikle model
denklemi i ve j'nin m(m-1)/2 olasi kombinasyonu igin asagidaki gibi yazilir:

g, =In(p,/p;)=0b,-b, Denklem 1.41

Rasgele olarak bm=0 alinmgtir. 0=0 oldugunda
b, =In(d;)-In(d,,)olmasl igin In(p;/p,)=In(d;)-In(d;)olarak ifade

edilmistir. Matris gosteriminde genel model g=Xb olarak ifade edilmigtir. g
vektort, m(m-1)/2 tane gj'in log-odds degerlerinden olugur. X; m(m-1)/2 x m-
1 ‘lik tasarim matrisidir. Verilerin, her bir siranin ilgili heterozigot ebeveyn
genotipi ile ilgili tim verileri barindirabilmesi igin, m(m-1)/2 sira igin tekrar
duzenlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle m-1 tane kukla degiskeni
tanimlanmahdir. Ornegin; i aleli igin, eger ebeveynin genotipinin ilk aleli i ise

kukla degiskeninin degeri 1, ikinci aleli i ise kukla degigkeninin degeri -1, i
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aleli o genotipte yer almiyorsa deger 0'dir. m=5 i¢in hazirlanmig olan 6rnek

Tablo 1.8‘de verilmisgtir.

Tablo 1.8 5 alelli marker icin lojistik regresyon analizinde kullanilacak veri

dizenlemesi
Ebeveyn | Frekans | ilk Alelin Kukla Kukla Kukla Kukla
Genotipi | Toplami | Gegirilmesi | Degisken | Degisken | Degisken | Degisken
i=1 i=2 i=3 i=4
12 t1o+toy t1o 1 -1 0 0
13 ty3+tsy 43 1 0 -1 0
14 t4ttsq t14 1 0 0 -1
15 t15+ts1 t1s 1 0 0 0
23 tos+tso tos 0 1 -1 0
24 tog+tso to4 0 1 0 -1
25 tosttso tos 0 1 0 0
34 t34+t43 134 0 0 1 -1
35 t35+ts3 35 0 0 1 0
45 tys+tss tss 0 0 0 1
Modelin Log-olabilirlik denklemi asagidaki gibidir:
L=, In(p,)+1,In(p,)} Denklem 1.42

i<j

Burada toplam, farkl alellerin olasi tim kombinasyonlarindan olusur ve p

aktarim olasiliklari m-1 tane b regresyon katsayilarinin fonksiyonudur.

Baglantiy1 ve baglanti dengesizligini alel bazinda test etmek igin kullanilan

olabilirlik oran istatistigi G, =2(L, -L,) ~ y,_, dir. Lo, 6=1/2 yokluk hipotezi

altinda b degerlerinin 0 oldugu durumda hesaplanan log-olabilirlik degeri, L4

ise m-1 parametreye gore en buyuk degeri hesaplanan log-olabilirlik

degeridir.
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1.6.2.1.4 1-TDT: Sadece Bir Ebeveynin Genotipine Ulasilabildiginde TDT

Sun ve ark. (1998) tarafindan, marker lokusla hastalik lokusu arasindaki
baglantiyl, hasta gocugun ve bir ebeveyninin genotipleri kullanilarak test
eden 1-TDT testi gelistiriimigtir. Bu testin baglanti ve iligki olmadigi yokluk
hipotezi altinda yansiz oldugu belirtiimigtir. Alkolizm gibi bazi hastaliklarda
kargilagilabilen, hasta bireylerin  ebeveynlerinden sadece birine

ulasilabiliyorsa kullanilir.

M; ve M; alellerinden olusan iki alelli marker lokusunu ele alalim.
Heterozigot genotipe sahip bir ebeveyn (M1Mz) ve homozigot genotipe (MM
veya M;M,) sahip hasta ¢ocugu c¢alismaya alindiginda ¢ocugun genotipinde
bulunan hangi alelin genotipine ulagilan ebeveynden gectigi anlasilir. Ancak
eger gocuk da ebeveyn de heterozigot genotipe sahipse (M{M;), ebeveynin
hangi alelini hasta gocuga gegcirdigi bilinemez. Bu tip ebeveyn-hasta ¢ocuk
ciftleri calismadan cikarilmalidir (Curtis ve Sham, 1995). Alellerin gegiriime
olasliliklari ayni olsa bile bu yontemle alel siklilarina bagl yanlihk ortaya
cikacaktir. 1-TDT yontemi bu yanhligi ortadan kaldirip, sadece bir ebeveyni

olan hasta ¢ocuklarla ¢calisma yapilabilmesini saglar.

Vaka (hasta gocuk) - ebeveyn kontrolden olusan calisma tasarimi

Tablo 1.8’deki gibi 6zetlenir:

Tablo 1.9 Bir ebeveyn mevcutken vaka-ebeveyn kontrol galisma tasarimi

Ebeveynin Genotipi

Vakanin Genotipi MM, (0) MM (1) MM, (2)
MM, (0) Aoo Ao1 0
M1M2 (1) Ao A A1z
M2M: (2) 0 Az Az
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Tabloda parantez icindeki degerler bireyin genotipinde bulunan M
alelinin sayisini vermektedir. A; ise hasta gocugun genotipinin i, ebeveyninin
genotipinin j oldugu ikililerin sayisini gosterir. i ve j, iki alelli marker s6z
konusu oldugu i¢in 0,1 ve 2 degerlerini almaktadir.

Bu testte anne ve babanin ulagilabilir olmasinin genotiplerinden bagimsiz
oldugu dusunulmektedir. Bunun yani sira kestirimlerin yansiz olabilmesi igin

iki varsayimdan birinin saglanmasi gerekmektedir:

1. Marker lokusta ayni genotipe sahip kadin ve erkek bireylerin ayni
eslesme tercihine sahiptir.

2. Her bir ¢ekirdek ailedeki anne ya da baba ayni kayip olma olasiligina
(1/2) sahiptir.

Bu varsayimlardan biri saglandigi takdirde c¢aligilan populasyonda
tabakalasma ve rasgele olmayan eslesmeler gorilse bile kestirimler

yansizdir.

MM genotipine sahip bireylerle M{M4 genotipine sahip bireylerin risk
orani A , M{M;, genotipine sahip bireylerle MM, genotipine sahip bireylerin
risk orani A1 olarak tanimlanmistir. (Sun ve ark., 1998)

/i,l — (4), + A4, — 4y)

24
(24) Denklem 1.43
/i — (4), + 4y — A1)

! (24,,)

Eger hastalik marker lokusuyla iligkili degilse A{=A4=1'dir. Eger
hastalik M, aleliyle iligkili ise A1 >1 ve /veya A4 <1 olurken, eger hastalik M

aleliyle iligkili ise Ay <1 ve /veya Ay >1 dir. A,’nin payiyla A_’nin paydasinin
toplami /il’nm paydasiyla ft_l’nm payinin toplami karsilastirilir. Buradan yola

cikilarak bir takim matematiksel islemler sonucunda b, =4, +4,, ile
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¢, = 4, + 4,, karsilagtirilmasi gerektigi bulunmugtur (Sun ve ark., 1998). Eger

hastalik marker lokusu ile iligkiliyse b, —c, # 0'dur.

Eger her bir ¢gekirdek aileden galismaya yalnizca bir hasta ¢ocugun ve
bir ebeveynin genotipi alinmigsa b, —¢,’in varyans kestirimi V' = b, + ¢, ‘dir.
Hastallk ve marker lokusu arasindaki iligkiyi test etmek igin kullanilan test
istatistigi;

e TR e, Tt TR B Denklem 1. 44

Nz NG

yokluk hipotezi altinda b, + ¢, buyuk oldugunda, T1 yaklagik olarak standart

normal dagilir. p de@eri de normallik yaklagimi kullanilarak hesaplanir.

b, +¢, blylk olmadi§i zaman normallik yaklagimi kullanilamaz. iligki
olmadigi yokluk hipotezi altinda b ve c4‘in ayni olmasi beklenir. b, +c,’e bagli
olarak b1 binom dagilimdan gelen rasgele bir degiskendir. (Bin(b, +c, ,1/2))

Bdylece normal yaklasim kullanilamadigi zaman binom dagiimi kullanilarak

p degeri hesaplanir.

Birden fazla hasta gocugun oldugu ailelerde veya birden fazla kusak
bulunuyorsa, aile i¢indeki bireylerin genotipleri birbirine bagiml olacagi igin

b, —c¢,’'in varyansi b, +c,ile kestirilemez. b, —c¢,’'in varyansini kestirebilmek

icin her bir aile ayri olarak ele alinmalidir. Ornegin, i. aileyi ele alirsak, by ve

cqi hesaplanir. b, —c,'nin beklenen degeri, yokluk hipotezi altinda 0 oldugu
icin b, —c,’'nin varyansi (b, —c,)’ile kestirilebilir. T4 istatistiginin payinin
varyansi V, ZZ(Z’U—CU)Z ile kestirilir. Burada toplam sembolu galigmaya

alinan tim ailelerden elde edilen sonuglarin toplandigini géstermektedir.
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Eger iki varsayim da saglanmazsa, marker lokusla hastalik arasinda
iligki yoksa, Tq istatistigi normal dagilim gostermez. Varsayimlarin
saglanmadigi durumlarda marker lokusla hastalik arasindaki iligkiyi test
edebilmek igin T, adi verilen test istatistigi gelistirilmistir (Sun ve ark., 1998).
Gelistirilen bu istatistik, varsayimlardan herhangi biri saglandiginda Ti'den

daha az guce sahiptir.

Geligtirilen testte, yaklasik olarak yansiz olan kestirimler igin denklem

1.40ta kullanilan Aj‘ler A’; olarak degistirilir:

A;.:MxPi/.+P><MU Denklem 1.45

i, j=0,1,2 degerlerini alir. P ve M sirasiyla baba ve anne olan ailelerin sayisini
vermektedir. P; kendisi i genotipine sahip babasi j genotipine sahip hasta
cocuk sayisini, Mj ise kendisi i genotipine sahip annesi ise j genotipinde olan
hasta ¢ocuk sayisini vermektedir. Hastalikla marker aleli iligki olmadigi

yokluk hipotezi altinda;

E(M(pb, — pc,)+ P(mb, —mc,)) =0 Denklem 1.46
pb,=F,+P,, pc,=F,+P,, mb=M,+M,, ve mc,=M,,+M,,.
Test istatistigi;

_ M(pbl —pcl)+P(mbl _mcl)
\/M2 x pV + P> xmV

T, Denklem 1. 47

pV ve mV, ilk testteki V gibi hesaplanir yalniz pV‘de baba olan aileleri, mV‘de

ise anne olan aileler kullanilir.
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Baglanti dengesizliginde 1-TDT, baglanti testi olarak da kullanilabilir.
Hastalik resesif oldugunda, rasgele eslesme varsayimi altinda ve Hardy-
Weinberg dengesinde Ott bu yaklagimi ispatlamistir.

Hardy-Weinberg prensibi populasyondaki alel frekanslari ve genotipler
arasindaki iligkidir. Eger populasyon buylkse, (rasgele orenkleme hatasinin
Onlenmesi icin) eslesmeler rasgele olarak yapiliyorsa, mutasyon yoksa,
(aleller degismiyosa), populasyonlar arasinda go¢ olmuyorsa ve dogal
secilim yoksa o zaman toplum Hardy-Weinberg dengesindedir. Bu denge, bu
sartlar bozulmadikga kusaktan kusaga degismez. Populasyon gen
havuzundaki A ve a alelleri icin frekanslar sirasiyla p ve g olsun. p+qg=1
olmalidir. A ve a alleriyle olusturulabilecek olasi tum genotipler AA, Aa ve aa
dir. O halde popllasyonda olasi tim genotip kombinasyonlari p?+2pq+q? dir
(Hardy, 1908).

D hastalik alelinin frekansi p, marker lokusdaki M4 alelinin frekansi da

g olsun. Hastalik lokusu ile marker lokus arasindaki iliski; 6 = p(DM)— pg ve

rekombinasyon fraksiyonu da 6 dir. Tablo 1.9'da bir ebeveynin bilgisine

ulasilabilirken gecirilen ve geciriimeyen alellerin birlesik dagilimlari verilmigtir:

Tablo 1.10 Birlegik alel dagilimlari

Gegirilmeyen
Gegirilen M M, Toplam
M r s r+s
M, t u t+u
Toplam r+t s+u 1
Tabloda

r=(q+o0/p)yq, s=(@+o/p)l—-q)—605/p, t=(1—-qg—-0/p)g+65/pve
u=(1-g-0/p)(1—¢q)dir. Tablo 1.10'dan genotiplerin olasiliklari Tablo
1.11°deki gibi elde edilir.
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Tablo 1.11 Genotiplerin olasiliklari

Ebeveynin Genotipi
Vakanin Genotipi MsM; (0) MM, (1) MoM: (2)
MM, (0) r(r+s) s(r+s) 0
MMy (1) r(t+u) s(t+u)+t(r+s) u(r+s)
M2M; (2) 0 t(t+u) u(s+t)

n tane hasta gocuk ve her birinin bir ebeveyni olsun. Tablo 1.9 ve 1.11°’den

b, — ¢, 'in beklenen degeri agagidaki gibidir:

E(b —c))=E(4, +4,—-A4,—A4,)=n((s+u)r+s)—(r+)t+u)=n(s—t)=n(1-20)5/p
Denklem 1.48

8=1/2 veya 6=0 oldugunda beklenen deder 0’a esittir. Bu nedenle baglanti

dengesizligi oldugunda bu test baglanti testi olarak kullanilabilir.

1.6.2.1.5 Ailesel Bilgi OImadigi Durumlarda Test

TDT, ebeveynlerden hasta c¢ocuga gegen alellerin dengesiz gegigini
inceledigi igin, ebeveynlerin bilgisine ulasilamadigi zaman kullanilamaz.
Yetigkin ya da ileri yastaki bireylerde ortaya g¢ikan hastaliklar calisilirken,
hasta bireylerin ebeveynlerinin bilgisine ulagsmak zordur. Bu durumda hasta
bireylerin kardeglerinin bilgileriyle test yapilir. Kardeslerin marker genotipleri

kargilastirilir.

1.6.2.1.6 iliski Oldugunda Kardeslerle Yapilan Baglanti Testi (S-TDT)

Ebeveynlerin bilgisine ulasilamadigi, saglikli kardeslerin genotiplerinin
bilindigi durumda sib TDT (S-TDT) kullanilir. (Spielman ve Ewens, 1998) Bu

yontemde hasta ile saglikli kardeslerin marker genotipleri karsilastirihr. S-




49

TDT'de, ebeveynlerin genotip verilerine gerek duyulmadigi gibi alel sikliklar

da kullaniimaz.

Calismaya kardes genotipleri alinacaksa; en az bir hasta ve bir saglikli
kardesin calismaya dahil edilmesi ve kardeslerin farkli genotiplere sahip
olmalari gerekir. S-TDT hasta bireylerin marker alel sikliklarinin saglikh
kardeglerinin alel sikliklarindan anlamli derecede farkli olup olmadigini test
eder. Baglanti olmadigi zaman hastalikla olan iligki bu sekilde ortaya ¢ikmaz.
Rasgele oOrnekleme hatalari olmazsa, baglanti yoksa, hasta ve saglikli
kardeslerin marker alel frekanslari ayni olacaktir. Bu nedenle S-TDT'nin
yokluk hipotezi hastalik ve marker lokusu arasinda baglanti yoktur olmahdir

(Spielman ve Ewens, 1998).

a tane hasta birey ve bu a bireyin u tane saglikli kardesi olsun. Toplam
birey sayisi t=a+u. M{M; genotipine sahip birey sayisi r, M{M, genotipine
sahip birey sayisi s olsun. Marker lokusu ikiden fazla farkh alel igeriyorsa My,
M1 olmayan diger alelleri gostermektedir. Hastalik ile marker lokusu arasinda
baglanti yoktur yokluk hipotezi altinda her ailedeki hasta bireylerde bulunan

My alel sayisinin ortalamasi 2r+s)alt ve varyansi
au[4r(t —r —s)+s(t —s)]/[t*(t —1)] dir. Bu formller hipergeometrik dagilimdan

cikarilmigtir.

A, tum ailelerdeki hasta bireylerden elde edilen My alelin sayisinin

ortalamasi ve V de varyansi olma Uzere;

A=Y Q2r+s)alt

Denklem 1.49
V=> aul4r(t—r—s)+s(t—s)]/[t*(t-1)]

Ortalama ve varyans, her bir aileden elde edilen ortalama ve varyanslarin

toplanmasiyla hesaplanir.

Y, hasta bireylerde gozlenen toplam M, alel sayisi olmak Uzere test istatistigi;
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z=(Y = A)/V Denklem 1.50

olarak bulunur.
Testin p degeri normal dagihm yaklasimiyla hesaplanir.

Kesikli dagilimlardan normal yaklasim kullaniimak istendiginde
sureklilik duzeltmesi yapilir. Streklilik duzeltmesi yapiimis test istatistigi;

Z=(Y—-A|-1/2)/V Denklem 1.51

olarak hesaplanir.
1.6.2.1.7 Uyumsuz Kardeslik Testi (SDT)

SDT; iliski varhginda baglantiyi, baglanti dengesizligi oldugunda ise iliskiyi
test eder (Horvath ve Laird, 1998). Testin uygulanabilmesi igin en az bir
hasta ve en az bir saglikh bireyden olusan kardeglerin genotipik verileri
gereklidir.

M1 ve My alellerinden olugan iki alelli marker i¢in a hasta birey sayisini,
u da saglikli birey sayisini versin. Her bir kardeslikte, hasta bireylerin tasidigi

M, alel sayisi ortalamasi m. ve saglikli bireylerin tasidigi M, alel sayisi
a y

ortalamasi m. ile gosterilsin.

SDT, d'=m. -m! farklarinin parametrik olmayan isaret testi olarak

tanimlanmistir (Horvath ve Laird, 1998).

Eger d' =0 ise bu kardesler analizden ¢ikarilir.

b d'>0 olan kardeslerin sayisini, ¢ ise d' <0 olan kardeslerin sayisini

versin. SDT istatistigi;
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_ (b—c>7
T = (b+0) Denklem 1.52

olarak tanimlanir. Baglanti (dengesizligi) olmadigi yokluk hipotezi,
H,:A(0-1/2)=0, altinda ;5(21) dagilimi gosterir. iki yénlii p degeri asagidaki

gibi hesaplanir:
& (b 1Y (b))
p=2min| > | = D = Denklem 1.53
=0\ ! 2 i=b \ ! 2

Cok Alelli Marker ile SDT

Egder m tane alel s6z konusu ise, SDT d/ =m/ —m’/ farklarina dayanan gok

degiskenli isaret testi halini alir. m/ ve m/ sirasiyla bir kardeslikte hasta ve

saglikli bireylerin sahip olduklari j alel sayisinin ortalamasidir.

Cok alelli SDT, en ¢ok kullanilan ¢ok degiskenli isaret testlerinden

bilesen isaret testi kullanilarak tanimlanir (Bickel, 1965; Randles, 1989).
N

§'=(8',...,8""), 8/ = sgn(d/) ve d/, jaleli igin i. kardeslikteki fark olarak
i=1

tanimlanir. Ayrica isaret fonksiyonu sgn(d);

-1 d<0
sgn(d)=<0 d=0 Denklem 1.54
1 d>0

dir. Hp:E(S)=0 olan yokluk hipotezi altinda Z(szl) dagilimi gosteren test

istatistigi; T=S’'W'S dir. Burada W matrisinin elemanlar;
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N
W, = sen(d!)sgn(d!)  jok=1,m—1 Denklem 1.55
i=1

1.6.2.1.8 Genisletilmis Ailelerde iligki Testi

Yukarida bahsedilen testler genis aile agacglarinda akraba aileler bulundugu
zaman, baglanti testi olarak kullanilsalar da, iligskiyi ortaya ¢ikarmak igin
kullanilamazlar. Bu nedenle Martin ve ark. (2000, 2001) tarafindan, akraba
aile  Uglulerinin  ve/veya genis ailelerdeki uyumsuz kardeslerin
kullanilabilecegi bir iligki testi olan PDT'yi geligtirmislerdir. TDT gibi PDT de

populasyonda tabakalasma bulunsa bile gecgerli sonuglar verir.

Eger baglanti varsa, alelik iligki olmasa bile, akraba ailelerden alinan
genotipler iliskili (korele) oldugundan dolayi iligki testi yapilamaz. Bu sorunu
ortadan kaldirmak igin aile Ugclulerini birbirinden bagimsiz gibi dusunip
degerlendirmek yerine tim genis ailede iligkiye bakilir (Martin ve ark., 2000).
Genig aile igindeki her aile Uglisu ve kardegler arasindaki iliski 6lguimundn
ortalamasi alinarak genel aile igin iligki Olgusu ¢ikarilir. Farkh aileler

birbirlerinden bagimsiz olarak ele alinirlar.

iligki élctimii igin bilgi saglayabilecek iki tir aile vardir: 1. En az bir
hasta gocuk ve marker genotipleri bilinen ve en az biri heterozigot olan iki
ebeveynden olusan cekirdek aileler. 2. En az bir saglikh ve bir hasta bireyden

olusan, farkh marker genotiplerine sahip kardesler.

M, ve My alellerinden olusan iki alelli marker lokusunu ele alalim. Xt
her bir aile Uc¢lusinde gecirilen ve gegciriimeyen My alel sayilarinin farkini
versin. Heterozigot bir ebeveynin X;'ye katkisi 1 veya -1’dir. Benzer sekilde,
uyumsuz kardesliklerdeki her kardes cifti icin hasta olan bireylerdeki M alel
sayisi ile saghkh bireylerdeki M¢ alel sayisinin farki olan Xs hesaplanir. Xg

-2,-1,0,1 veya 2 olabilir.
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Her aile icin bilgi saglayan en az bir ¢ekirdek aile ve/veya bilgi

saglayan en az bir uyumsuz kardeslikten elde edilen élgim:

D= X, +) X Denklem 1.56
] j

iliskinin olmadigi yokluk hipotezi altinda bitin aile tglileri ve kardes
ciftleri icin hesaplanan X1 ve Xs’nin beklenen degerleri 0’dir. Bu nedenle her
aile igin E(D)=0'dir. N tane akrabalik barindirmayan, en az bir bilgi veren
cekirdek aile veya en az bir bilgi veren uyumsuz kardeglikten olugsan aile
olsun. Dj, i. Aile icin hesaplanan élgcim ise, “iliski yoktur.“ yokluk hipotezi

altinda;

N
EQ.D)=0
) Denklem 1.57
N N ul 2
V(3 D)= V(D)=EQ.D})
i=1 i=l =
PDT igin test istatistigi;
N 2
22)
PDT =2 Denklem 1.58

Blylk 6rneklem genisliklerinde PDT y; dagihimi gosterir.

Eger veriler sadece bagimsiz aile Uglulerinden oluguyorsa, iligki testi
olarak TDT kullanilabilir. TDT heterozigot ebeveynlerden alinan bilgiyi
badimsiz olarak kabul ederken, PDT’de her bir aile t¢lisu bagimsiz birimler
olarak alinir. iki alelli marker lokus icin her bir heterozigot ebeveynden ve
hasta gocuktan elde edilen Y; rasgele degiskeni hesaplanir. Y;, gegirilen ve
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geciriimeyen M, alel sayilarinin farkidir. h tane heterozigot ebeveyn varsa,
i=1.2.,,,.h dir. Buradan TDT igin test istatistigi;

2]
Y,

DT = Denklem 1.59

h

LY

i=1

seklinde hesaplanir. TDT ve PDT’nin paylari ayni iken paydadaki varyans
kestirimi farkhdir. Ailede tek heterozigot ebeveyn varsa, hesaplamalar ayni
iken, iki heterozigot ebeveyn bulundugu durumda istatistikler farkli
hesaplanir.

h

¥
1:1

Y,
Denklem 1.60
D’ =h+2(n,—n,)

2

i=1

Burada n. ailedeki iki heterozigot ebeveynin hasta gocuga ayni aleli gegirme
sayisi, uyumlu kalitim, ng4 ise iki heterozigot ebeveynin hasta ¢ocuga farkh

alelleri gecirme sayisi, uyumsuz kalitim olarak tanimlanir. O halde,

DT _ L+ 2(n,—n,) Denklem 1.61

PDT h

“‘Baglanti veya iligki yoktur® yokluk hipotezi altinda E(n¢-nq)=0’dir. Bu
nedenle iki test, yokluk hipotezi altinda asimtotik olarak aynidir. “Baglanti ve
iligki vardir® alternatif hipotezi altinda iki testin sonuglari ayni olmayabilir.
Farkli genetik modele sahip verilerde zaman zaman iki testin birbirlerinden
daha gugli sonuglar verdigi gdsterilmistir (Martin ve ark., 2000). Ancak
saglanmasi muhtemel varsayimlara dayanarak her iki testten alinan sonuglar

hemen hemen aynidir.
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Eger veriler uyumsuz kardeslerden olusuyorsa PDT, S-TDT ile aynidir
(Spielman ve Ewens, 1998; Curtis, 1997). Marker lokusu ikiden fazla alel
cesidinden olusuyorsa, segilen alele karsilik diger tium aleller alinir, her bir
alel icin PDT istatistigi hesaplanir. Istatistiksel anlamhlik test edilirken

Bonferroni duzeltmesi yapiimahdir.

1.6.2.1.9 Farkh Tipteki Ailelerden Alinan Bilginin Birlestirilmesi

Pratikte tek tip ailelerle degil, cesitli bireylere sahip ailelerle karsilasiriz.
Bireyler arasindaki akrabalik iligkileri ne olursa olsun hasta bir gocugun
olmasi sarttir. Spielman ve Ewens (1998) aileleri dort gruba ayirmistir:

i. Her iki ebeveynin de genotipleri biliniyor

ii. Ebeveynlerden birinin genotipi biliniyor, saglikli kardesin genotipine
ulagilamiyor

iii. Saglikh kardesin genotipi biliniyor fakat ebeveynlerin genotiplerine
ulasilamiyor

iv. Hem ebeveynlerden birinin genotipine ulasilabiliyor hem de saglikli
kardesin genotipi biliniyor

IV. gruptaki veriler S-TDT ya da 1-TDT ile analiz edilebilir. Yapilan
simllasyon calismalarinda hem bir ebeveynin hem de saglikli kardesin
genotiplerine ulasildigi zaman S-TDT’nin 1-TDT’den daha guglu sonuglar
verdigi ortaya konmustur (Sun ve ark., 1998). Ayni zamanda TDT de 1-
TDT’den daha guglu bir testtir. Clnku iki ebeveynin de genotipi bilinmektedir.

Ancak her iki ebeveyn de homozigot genotipe sahipse testin glict duser.

Verilerin ilk U¢ gruptaki aile tiplerine uygun oldugunu varsayalim.
Birinci tiirdeki ailelere TDT uygulanabilir. iki alelli bir sistemde b, M; alelini
gecirip M alelini gegirmeyen heterozigot ebeveynlerin sayisi, ¢ ise M, alelini
gecirip M4 alelini gegirmeyen heterozigot ebeveynlerin sayisi olsun. Marker
lokus ile hastalik lokusu arasinda baglanti yoksa b, (b+c)/2 ortalama ve

(b+c)/4 varyansa sahip binom dagilimdan gelir.
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ikinci tlirdeki ailelere 1-TDT uygulanabilir. 1-TDT konusunda
bahsedilen varsayimlardan birisi saglaniyorsa, Tq test istatistigi kullanilir.
bs+cq verildiginde, S4=bq (by+c4)/2 ortalama ve V4=(b4+c4)/4 varyansa sahip
binom dagilimdan gelmektedir. EJer varsayimlar saglanmiyorsa T, test

istatistigi kullanilir. S, =M x pb, + Pxmb,’in ortalamasi
M, = (M x(pb, + pc,)+ Px(mb, +mc,))/2 ve varyansi

V1/4=(M2 xpV+P2><mV)/4’tUr.

Uglincl tirdeki verilere de S-TDT uygulanabilir. Hasta bireylerdeki
toplam M; alel sayisi olan Y’nin ortalamasi A ve varyansi V idi. Tim
ailelerden elde edilen ortalama ve varyanslarin toplanarak, genel ortalamanin

A ve genel varyansin V hesaplandigi sOylenmigti.

b, S1 ve Y’nin toplami olan W istatistigi, yokluk hipotezi altinda Acom

ortalamasi ve V¢om varyansina sahiptir:

A,, =b+c)/2+M,/2+4
V.. =b+c)/4+V, /14+V

Denklem 1.62

Ug testin birlestiriimesinden yola gikilarak hesaplanan test istatistigi olan z,

yokluk hipotezi altinda yaklasik normal dagilima sahiptir.

z2=W—=4,,)/\Vom Denklem 1.63
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S-TDT ve TDT’nin Birlestiriimesi

Verilerin bir kismi TDT’ye bir kismi da S-TDT’ye uygunsa, iki testin sonuglari

birlestirilir.

TDT'de genellikle y’test istatistigi kullaniimasina ragmen, kolaylik

olmasi acisindan, test istatistigi olarak M; alelinin n tane heterozigot
ebeveynin hasta ¢ocuklara gegirme sayisi olan X alinmigtir (Spielman ve
Ewens, 1998). Marker ve hastallk arasinda baglanti yoksa, X, n/2

ortalamasina ve n/4 varyansina sahip Binom dagilimi gésterir.

S-TDT igin de test istatistigi hasta gocuklar arasindaki M4 alel sayisi
olan Y’dir. Marker ve hastalik arasinda baglanti yoksa Y, A ortalamasi ve V

varyansina sahip dagilimdan gelir.

iki testin birlestirimesinden olusan W istatistigi X ve Y’nin toplamidir.
Hastalik ve marker lokusu arasinda baglanti olmadigi yokluk hipotezi altinda

W, Acom ortalamasi ve Vqon varyansina sahiptir:

A, =n/2+4
V., =nl4+V

com

Denklem 1.64

Test istatistigi:

z=W-4,,)/ V.., Denklem 1.65

S-TDT’de oldugu gibi, burada da sureklilik dizeltmesinin kullanilmasi onerilir.
(Spielman ve Ewens, 1998)
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1.6.2.1.10 TDT’nin istatistiksel Giicii

TDT analizinde hastaligin, anne ve babanin marker genotiplerinin ve en az
bir hasta c¢ocugun olmasi gereklidir. Gu¢ hesaplamasi vyapilirken
popilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu varsayilir. iligki oldugu
varsayimi altinda yokluk hipotezi “Baglanti vardir.” olacaktir (Chen ve Deng,
2001).

TDT Power Calculator (TDT-PC)

Chen ve Deng tarafindan gelistirilen TDT-PC programi (2001), analitik olarak
istatistiksel glcu veya gerekli olan 6rneklem genigligini hesaplar. Ayni
zamanda, analitik gicu desteklemesi igin, simulasyona dayali deneysel gucu
ve Tip-l hata oranlarini da hesaplar. Deneysel hesaplamalarda, ¢ekirdek
aileler belirlenen parametreler dogrultusunda simile edilirler ve hipotez testi
istenen sayida tekrarlanir. Reddedilen yokluk hipotezlerinin orani deneysel

gucu verir.

TDT’nin gucunu hesaplayabilmek igin;

1. Populasyonda godrulen alel frekanslari ve genotip
penetranslari,

2. Orneklemde yer alan farkli yapidaki ailelerin sayisi, ailedeki
toplam c¢ocuk sayisi, hasta g¢ocuk sayisi, ebeveynlerin
hastalik durumlari ve her bir farkli yapiya sahip kag aile
oldugu,

3. Onemlilik diizeyi ve tekrarlanan similasyon sayisinin

bilinmesi gerekir.

TDT-PC programinin goruntisu Sekil 1.5’te gorulmektedir.
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TDT Power Calculator, Version 1.2.1
by Wei-Min Chen and Hong-Wen Deng, 9/18/2001
1<M> Parameters population-wide
2<F> Family structure ~ (FA) Multiple family structures
3<P> Parameters related to statistical power

4<T> Sample size CALCULATION
5<S> Power CALCULATION
6<C> Combine power CALCULATION with sample size calculation

7<B> Batch job & file operating 8<A> Approach 9<H> Help O0<E> Exit

sk sk sk sk sk sk sie sk s sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk st sl sk sk sk sk sk sk sl sk sk sk sk sk st st sk sk sk sk steosie sk sk skeoske skt sk sk skeoskoskeokeskok skoskosk

Please make your choice:

Sekil 1.5 TDT-PC Programi

ilk bélime gerekli bilgiler girildikten sonra ikinci bélimde érneklem genigligi
ve gu¢ hesaplamalar yapilir. 1<M> sec¢imi yapildiktan sonra program,
populasyonda gorilen A alel frekansinin, AA, Aa ve aa genotiplerinin
penetranslarinin girilmesini istemektedir. Daha sonra 2<F> segimi yapilir.
Burada da ailedeki cocuk sayisi, hasta gocuk sayisi, hasta ebeveyn sayisi ve
bu yapidaki ailelerin sayisi istenmektedir. Son olarak 3<P> segcilir. Bu bolime
Tip | hata, gu¢ ve tekrar sayisi girilir. Bu verilere gore 4, 5 ve 6. boélumlerde
gerekli olan dérneklem genisligi ve gu¢ hem analitik hem de similasyon

sonucuna gore hesaplanir.
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2. GEREG VE YONTEM

Bu caligsmada bipolar bozukluk tip 1 tanili 93 ailenin anne-baba-hasta gocuk
uclilerinden olusan veriye kalitimda dengesiz aktarim testi uygulanmistir.
Bipolar bozukluk, manik depresif bozukluk olarak bilinen hastalktir. Veriler
Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Nurten Akarsu tarafindan saglanmistir. Veriler 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11 numaralh alellerden olusan 10 alelli bir sistemde her bir bireyin
marker genotiplerinden olugmaktadir. Hasta bireylerin anne ve babalarinin
genotiplerine ulasilabildigi icin analiz i¢in ¢ok alelli TDT uygulanabilmektedir.
Ayni zamanda TDT; ve tek ebeveynin genotipine ulasilabildigi zaman

kullanilan 1-TDT analizi de uygulanmistir.

2.1 Cok Alelli Marker igin TDT. Programi

Cok alelli marker ile kaltimda dengesiz aktarim testi yapmak igin C#
programlama dili kullanilarak GenAnaliz adi verilen program yazilmigtir.
Yazilan kod Ek 1’de yer almaktadir.

Sekil 2.1°de program penceresinin goruntist mevcuttur. Programa “En
kuguk alel” yazisinin altindaki kutucuga verilerimizdeki sayisal deger olarak
en kuguk alel degeri girilerek baslanir. “En buyuk alel” yazisinin altinda
bulunan kutucuk da bezer sekilde doldurulduktan sonra “Veri miktar’”
yazisinin altindaki kutucuga verilerimizin bulundugu Excel sayfasindaki en
son verimizin bulundugu satir numarasi yazilir. “Aleller” yazisinin altindaki
kutucuga ise verilerimizde bulunan tum alel degerleri aralarina virgul
konulmak sartiyla girilir (6rnegin 2,3,4,5). Artik programimiz verilerin
c¢agiriimasi igin hazirdir. Sol tarafta yer alan A (anne), B (baba), ve C (¢cocuk)
kolonlari verilerin goruntulenmesi igin konulmustur. Verileri programa “Excel
oku” dugmesi ile gaginriz. Veriler, programda “Excel oku” dugmesine

bastigimiz zaman agilan pencerede (Bakiniz Sekil 2.2), verileri kaydettigimiz
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dosyanin yeri belirtildikten sonra “a¢” veya “open” dugmesine basilinca
yukarida konusu gecen kolonlarda belirir (Sekil 2.3). Veriler 6 kolon (her
bireye iki kolon ve bireyin her aleline bir kolon) ve aile sayisi kadar satir
kullanilarak Excel’e girilmelidir. Her kolonda sirasiyla anne, baba ve hasta
cocuga ait marker genotipleri bulunmalidir. Veriler ekrana geldikten sonra
hesapla dugmesine basildiginda (Sekil 2.4) her veri satirina karsilik olarak
gegcirilen ve geciriimeyen kolonlarinda olmak Uzere (anneden ve babadan
seklinde sirali olarak) iki satir sonu¢ mevcuttur. Bu kolonlarin saginda
bulunan “Alel analizi” kolonunda ise gegirilen ve gegiriimeyen alel ciftlerinden
ayni olanlarin kag kere tekrar ettikleri belirtilir. Burada x-x ifadesi sirasi ile
gegcirilen-geciriimeyen’i ifade etmektedir. “Sonu¢” yazisinin altinda bulunan

kutucukta ise program bize TDT degerini bildirir.



B GenAnaliz 1.2

| 1 | Ve <kari ;

Sekil 2.1 Program goéruntusu 1
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Sekil 2.2 Program goéruntusu 2
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2.2 TDT; Uygulamasi

Veriler ¢ok alelli sistemde olduklari icin, her bir alel digerlerine karsi
incelenebilir. 10 alel, her biri digerlerine kargi olmak Uzere ayri ayri TDT;
degerleri hesaplanmig ve test degerleri bulunmustur. Bu uygulamada da,
yazilan, iki alelli sistemler icin de gegerli olan GenAnaliz programi

kullaniimistir. Toplam 10 adet iki alelli TDT uygulanmistir.

2.3 ETDT Uygulamasi

Lojistik Regresyon yontemine dayanan genigletiimis TDT (ETDT) SPSS 11.5
paket programi kullanilarak uygulanmistir. m=10 alelli marker genotiplerinden
olusan veriler 1.6.2.1.3 bolumunde anlatildigi bicimde kukla degiskeniyle
yeniden duzenlenmistir. ETDT yonteminde ilgilenilen her bir genotip igin
(m-1)=9 farkh kukla degiskeni kullanilirken her bir kukla degiskeni
m(m-1)/2=45 degerden olusmustur. Bu degerler daha énce anlatildigi gibi

ilgili alelin genotipte bulunma durumuna gére 1, -1 veya 0 olarak kodlanirlar.

Veriler SPSS’e su sekilde girilmigtir: Bagiml y degiskeni ilk 45 satirda
1, ikinci 45 satirda O degerini almistir. Yani 9 slUtundan olusan kukla
degiskenleri 45’er satir halinde 2 kez girilmigtir. 45 genotipin her biri i¢in y
bagimli degiskeninin aldigi degere gore frekanslar hesaplanmig ve bu sutuna
gore SPSS’e girilen veriler agirhiklandiriimigtir.

2.4 1-TDT Uygulamasi

93 anne-baba-gocuk genotipinden olusan verilerden, rasgele olarak anne ya
da babanin genotipleri secilmis ve 93 hasta gocugun sadece bir ebeveynine
ulasilabildigi varsayilarak bu durumda kullanilabilecek 1-TDT uygulanmisgtir.
1-TDT analizinde s6zu gegen anne ya da babaya ait verilerin kayip olma
olasihgr ayni (1/2) oldugu igin test istatistiginin hesaplanmasinda uygun

formuller kullaniimigtir. Sonuglar bulgular bélumuinde yer almaktadir.
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3. BULGULAR
3.1 TDT,

Sekil 2.4’te verilerin bipolar bozukluk tip 1 tanili 93 ailenin ana-baba-hasta
cocuk ugclulerinden olugan veriye ¢ok alelli marker igin yazilan program ile
kalitimda dengesiz aktarim testi uygulanmistir. Kalitimda aktarim dengeli ise,

Tablo 1.6’daki de@erlerin ortadaki verilere gore simetrik dagiimasi beklenir.

Denklem 1.39’a 7TDT, :Z(tij —t_/.,.)z/(ti/. +t;), gore hesaplanmis olan

i<j
istatistik; 7DT, =38.18 olarak bulunmustur. Daha 6nce de belirtildigi gibi m
alel sayisini vermek lizere, test istatistigi 7DT, ~ . .., dagiimina sahiptir.

Uygulamamizda m=10 oldugu i¢in %95’lik glvenilirlikle Ki-Kare tablosundan

bulunan kritik deger; ., = 61.66 dir.

TDT, < y., Denklem 3.1

oldugu igin hipotez kabul edilir (p=0.754). Baska bir deyisle, gecirilen ve
geciriimeyen marker alel dagilimlarinin simetrik olmadigi kanitlanamamistir.
Diger bir deyisle marker ve hastalik lokuslari arasinda baglantidan so6z
edilememektedir.

3.2 TDT;

Her bir alel ve geriye kalan diger tum aleller alinarak 10 ayrit TDT,; degeri

hesaplanmistir:



Tablo 3.1 TDT; degerleri
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Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel
2 3 4 S 6 7 8 9 10 11
DT | 2 0.33 ] 2.37 | 040 | 0.17 | 0.42 | 0.43 0 0.5 | 0.33

Bagimhlik s6z konusu oldugu i¢in Bonferroni duzeltmesi yapiimaldir. O halde

her bir TDT; degeri .05, = 7.88 tablo degeriyle karsilastiriimalidir. Tablo

3.1°de alel bazinda da anlamli sonuca ulagilamadigi gorulmektedir. Marker

lokusla hastalik lokusu arasinda iliski bulunamamistir.

3.3 ETDT

Genigletilmis TDT i¢cin SPSS 11.5 programi kullanilarak yapilan lojistik

regresyon analizinden elde edilen parametre kestirimleri ve standart hatalari

Tablo 3.2°de verilmisgtir.

Tablo 3.2 9 alel igin parametre kestirimleri ve standart hatalar

Alel No bi degeri | Standart Hata
2 20.116 28399.471
3 -1.194 1.382
4 -0.535 1.236
5 -1.039 1.257
6 -1.170 1.276
7 -1.008 1.270
8 -0.607 1.320
9 -0.589 1.304
10 -1.332 1.444
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Ki-kare test istatistigi y*> =2(L, —L,)=8.886 olarak hesaplanmigtir. Test
istatistiginin dagiimi g, ’dir. 8.886< y,,,;=16.919 (p=0.448) oldugu igin

marker lokusu ile hastalik lokusu arasinda baglanti yoktur yokluk hipotezini
reddedecek yeterli kanita ulasamiyoruz.
3.41-TDT

Her bir alele karsilik diger tum aleller alinmig ve 1-TDT analizine anlatildigi

gibi Tablo 3.3’deki veriler elde edilmigtir.

Tablo 3.3 1-TDT i¢in standart normal dagilima gore analiz sonuglari

Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel Alel
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

b1 1 0 14 10 12 10 7 12 3 2
C1 0 4 10 0 16 15 4 9 3 0
Vi 1 4 24 10 28 25 11 21 6 2
T4 1 -2 1082 3.16 | -0.76 | -1 0.91 | 0.66 0 1.41

Cok alelli bir sistem oldudu igin, test istatistiklerinin mutlak degerlerinin
en buyuk olani sonucu yorumlamak igin kullanilir. Bonferroni duzeltmesi
yapilir. Test istatistigi 3.16>zg0510=2.56 oldugu i¢in markerla hastalik

arasinda iligki tespit edilmistir.

Ancak bi+cq bazi aleller igin yeterince buyuk degildir. Bu nedenle
Binom dagilim kullanilarak hesaplanan p degerleri, standart normal dagilim

kullanilarak elde edilen sonuglardan daha dogru sonuglar verir.
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Tablo 3.4 1-TDT igin binom dagilima gore sonugclar

Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel | Alel
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

p
degeri

0.5 | 099099060 ) 099|099 ]| 0.99 | 0.99 | 0.99 | 0.56

Tablodan marker ile hastalik lokusu arasinda bir iligki bulunamadigi

gOrulmektedir.
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4. TARTISMA

Bilimin ilerlemesi, teknolojinin gelismesi ile birlikte hastaliklarin nedenlerinin
ve c¢Ozumlerinin arastirimasinda genetik c¢alismalarin  énemi buyuktur.
Ulasilan ¢ok sayida genetik bilginin degerlendirilmesi i¢in var olan yontemler
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle her gegen gun yeni analiz yontemleri

gelistiriimeye ¢alisiimaktadir.

insanin, toplumlarin karmasik yapisi, genetik bilginin blydklGgiyle
birlesince, yapilmasi gereken pek ¢ok varsayim saglanamamaktadir. Bu
nedenle olasi karmasiklidi énlemek igin alinan énlemlerden birisi aile bazli
analiz yontemleridir. Bu analiz ydntemleri toplumdaki tabakalagsmadan
etkilenmedigi icin tercih edilmektedir. Ayni zamanda hasta bireylerin
ailelerindeki saglikli bireylere ulasmak da genellikle zor degildir. Anne ve
babanin genotipine ulasilabildigi zaman Kalitimda Dengesiz Aktarim Testi
uygulanabilmektedir (Spielman ve ark., 1993). Ebeveynlerden sadece birine
ulasilabildigi durumlar igin 1-TDT, saglikh kardes ya da kardeglere
ulasilabildigi durumlar icin ise S-TDT, SDT gibi gesitli testler gelistirilmistir. En
gugli sonug ebevenylerinn her ikisinin de genotipine ulasilabildigi zaman

alinmaktadir.

Calismamizda bipolar bozukluk tip 1 tanili 93 ailenin ana-baba-hasta
cocuk Uglulerinden olugsan veriye kalitimda dengesiz aktarim testi
uygulanmigtir. Veriler ¢ok alelli kalitimda dengesiz aktarim testine uygundur.
Bu nedenle hem Genellestirimis TDT hem de Genigletimis TDT
uygulanmigtir. Ayni zamanda ¢ok alelli sistemde her bir alel igin hesaplanan
TDT; yontemi de kullaniimistir. Bunlarin yani sira, anne ve babanin
genotiplerinin bilinmesine kargin, yalniz bir ebeveynin verisine ulagildigi
durumlar i¢in kullanilan 1-TDT analiz yontemi de rasgele olarak bir ebeveynin

secilmesiyle uygulanmigtir.
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Sonuglara bakildiginda marker ile hastalik lokusu arasinda beklenen
iligki istatistiksel olarak saglanamamistir. Bu durum verilerin ¢ok markerli
sistemde ancak az sayida olmasindan kaynaklanmig olabilir. Veriler,
bireylerin 10 alelli sistemdeki marker genotiplerinden olugmaktadir. 10 alelli
sistem oldugundan dolayi, daha saglikli sonug¢ alinabilmesi i¢in daha fazla
aileye ihtiya¢ duyulmaktadir. 93 aile her bir marker gesidinin aktariima ve
aktarimama dagiliminin ¢ikarilmasi ve aktarimda s6z konusu olabilecek

dengesizligin ortaya ¢ikarilmasi icin yeterli degildir.
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5. SONUG VE ONERILER

Bu calismanin amaci, ulkemiz i¢in yeni olan genetik analiz yontemlerinden
aile bazli olan yéntemleri tanitmakti. Bu yontemlerden c¢ok alelli sistemde
kalitimda dengesiz aktarim testi, 93 ailenin anne, baba ve ¢ocuk uglulerinden

olusan verilere uygulandi.

Bu calismada oldugu gibi hipotezin reddedilememesi durumunda aile
uclilerinden olugsan veri sayisi artinilip analiz tekrar yapilabilir. Ya da
“llgilenilen markerla hastalik lokusu arasinda bir baglanti yoktur.“ sonucu

Isiginda supheli baska bir markerla yeni bir ¢calisma baglatilabilir.

ileride yapilacak olan calismalarda gelistirilmekte olan farkl aile bazl
analiz yontemleri de incelenip bu yontemlerle karsilagtirlabilir. Ayrica az
sayidaki verilerle alel sayisi ¢ok oldugunda yapilabilecek daha guglu testler

gelistirilebilir.
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OZET
Kalitimda Dengesiz Aktarim Testi

Hastaliklara ¢6zum getirilebilmesi igin, DNA Uzerindeki genetik kodlarin
¢ozulmesiyle, hastaliklara neden olan genler ve bu genlerin ebeveynlerden
cocuklarina aktariimasi arastiriimaktadir. Hastalikla genler arasindaki iligkiyi
gOstermek amaciyla yapilan iligkilendirme analiz yontemleri, toplumda olusan
tabakalasma nedeniyle yetersiz kaldidi i¢in, Spielman ve ark. tarafindan bu
tabakalagsmadan etkilenmeyen Kalitimda Dengesiz Aktarim Testi (TDT)
geligtirilmigtir.

Kalitimda Dengesiz Aktarim Testi; iliski oldugu durumda gdsterge ve
hastalik geni arasindaki baglantiyi test eden gugli bir yontemdir. Bu testte
anne baba c¢ocuk Uglusu Uzerinden caligilir. Ebeveynlerin belirli bir lokustaki
cocuklarina aktardiklari gosterge aleli ile aktarmadiklari alel birbiri ile
kargilastirilir. Boylelikle ilgilenilen lokusta belirli bir alelin Mendel Kalitim
Kurallar’'ndan beklenen orandan daha yuksek bir oranda kahtihp kalitilmadigi

arastirilir.

Bu calismada aile bazl iligki analizi yontemleri tartisiimig, anne-baba-
hasta c¢ocuk GglUlerinden olusan verilere kullanilabilir  yontemler

uygulanmigtir.

Anahtar sozcukler: TDT, iliski c¢alismalar, istatistiksel genetik,

populasyonda tabakalagsma, baglanti dengesizligi.
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SUMMARY

Transmission Disequilibrium Test

To find treatments or solutions to diseases, genes that cause diseases are
investigated and researchers try to find how these genes are transmitted
from parents to affected offsprings. However, because of population
stratification, the methods used for detecting the association between
diseases and genes are not valid. Spielman et al. developed Transmission
Disequilibrium Test which is not affected by the population stratification.
(1993)

Transmission disequilibrium test is a powerful test which detects
linkage between the marker and disease locus in cases where association
between the marker and disease is found. Family trios are used for this test.
In a specific marker lokus, the aleles that are transmitted from parents to the
affected offspring and the aleles that are not transmitted are compared.
Therefore, in that lokus, it is investigated that whether the aleles are
transmitted according to the Mendel’s Inheritance Laws or not.

In this thesis study, family based association methods are discussed
and the suitable analysis methods are applied to the data consisting of family

trios.

Key Words: TDT, association studies, statistical genetics, population

stratification, linkage disequilibrium.
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using System;

using System.Collections.Generic;
using System.ComponentModel;
using System.Data;

using System.Drawing;

using System.Text;

using System.Windows.Forms;
using Microsoft.Office.Interop.Excel;
namespace GenAnaliz

{

public partial class Form1 : Form
{
private Microsoft.Office.Interop.Excel.Application ExcelNesnesi = null;
int selectedIndex;
int alel_sayisi;
int max_alel,
int min_alel,
public Form1()

InitializeComponent();
ExcelNesnesi = new Microsoft.Office.Interop.Excel.Application();

if (ExcelNesnesi == null)

{
MessageBox.Show("Problem! Dosya Acilamadi.");
System.Windows.Forms.Application.Exit();

}

private void btnHesapla_Click(object sender, EventArgs e)
{

IbFrekans.ltems.Clear();

max_alel = Convert.Tolnt32(txtMaxAlel. Text);

min_alel = Convert.ToInt32(txtMinAlel. Text);

string([] str_aleller = txtAleller. Text.Split(',");

alel_sayisi = str_aleller.Length;

int [Jaleller = new Int32[alel_sayisi];

for (inti =0; i < alel_sayisi; i++)

{
alellerfi] = Convert.Tolnt32(str_aleller]i]);

}

int elemanSayisi;

elemanSayisi = IbA1.ltems.Count;

bool kontrol = true;

for (inti = 0; i < elemanSayisi; i++)

{
kontrol = true;
if (IbC1.ltems[i]. ToString() == IbA1.ltems][i]. ToString()))
{

if (IbC2.ltems]i]. ToString() == IbB1.ltems]i]. ToString()) && kontrol)
{

IbG.ltems.Add(IbA1.ltems]i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbA2.ltems]i]. ToString());
IbG.ltems.Add(IbB1.ltems]i]. ToString());
IbK.Items.Add(IbB2.1tems][i]. ToString());
kontrol = false;
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}
if ((IbC2.ltems][i] == IbB2.ltems][i]) && kontrol)
{

IbG.ltems.Add(IbA1.ltems]i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbA2.ltems]i]. ToString());
IbG.ltems.Add(IbB2.ltems]i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbB1.ltems]i]. ToString());
kontrol = false;

}
}
if (IbC1.ltemsJi].ToString() == IbA2.ltems][i]. ToString()))
{

if ((IbC2.1tems][i]. ToString() == IbB1.Items]i]. ToString()) && kontrol)
{

IbG.ltems.Add(IbA2.ltems]i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbA1.ltems]i]. ToString());
IbG.ltems.Add(IbB1.ltems]i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbB2.ltemsJi]. ToString());
kontrol = false;

}
if ((IbC2.1tems][i]. ToString() == IbB2.Items]i]. ToString()) && kontrol)
{
IbG.ltems.Add(IbA2.ltems][i]. ToString());
IbK.Items.Add(IbA1.ltems[i]. ToString());
IbG.ltems.Add(IbB2.ltems][i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbB1.ltems]i]. ToString());
kontrol = false;
}
}
[

if ((IbC1.ltemsJi]. ToString() == IbB1.ltems]i]. ToString()))
{

if ((IbC2.1tems][i]. ToString() == IbA1.Items]i]. ToString()) && kontrol)
{

IbG.ltems.Add(IbA1.ltems[i]. ToString());
IbK.Items.Add(IbA2.1tems][i]. ToString());
IbG.ltems.Add(IbB1.ltems]i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbB2.ltemsJi]. ToString());
kontrol = false;

}
if (IbC2.ltems]i]. ToString() == IbA2.ltems]i]. ToString()) && kontrol)
{

IbG.ltems.Add(IbA2.ltems][i]. ToString());
IbK.Items.Add(IbA1.ltems[i]. ToString());
IbG.ltems.Add(IbB1.ltems][i]. ToString());
IbK.Items.Add(IbB2.1tems][i]. ToString());
kontrol = false;
}
}

if ((IbC1.ltemsJi]. ToString() == IbB2.ltems]i]. ToString()))
{
if (IbC2.ltems]i]. ToString() == IbA1.ltems]i]. ToString()) && kontrol)
{
IbG.ltems.Add(IbA1.ltems[i]. ToString());
IbK.Items.Add(IbA2.1tems][i]. ToString());

IbG.ltems.Add(IbB2.ltems][i]. ToString());
IbK.Items.Add(IbB1.ltems][i]. ToString());
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kontrol = false;
}
if (IbC2.ltems]i]. ToString() == IbA2.ltems]i]. ToString()) && kontrol)
{

IbG.ltems.Add(IbA2.ltems]i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbA1.ltems]i]. ToString());
IbG.ltems.Add(IbB2.ltems]i]. ToString());
IbK.ltems.Add(IbB1.ltems]i]. ToString());
kontrol = false;
}
}

}

double[,] GK = new double[50,50];

for (inti=0; i <= max_alel; i++)
for (intj = 0; j <= max_alel; j++)

GKT[i, j] = 0;
}
}
intx,y;
/IMessageBox.Show(IbG.Items[0].ToString());
/IMessageBox.Show(IbG.Items.Count. ToString());
for (inti = 0; i < (elemanSayisi * 2)-2; i++)

x = Convert.ToIlnt32(IbG.ltems]i]. ToString());
y = Convert.Tolnt32(IbK.ltemsJi]. ToString());
GKIx, y] = GKIx, y] + 1;

IbFrekans.ltems.Add("......... Tekrar Sayisi");
double toplam = 0;

bool hata=false;
for (int i = min_alel; i <= max_alel; i++)

foreach (int u in aleller)
if(i==u)
{
for (int j = min_alel; j <= max_alel; j++)

foreach (int v in aleller)

if (( ==V))
{

IbFrekans.ltems.Add(i.ToString() + "-" + j.ToString() + "-------

GK{i, j]. ToString());
if (GK{i, j] + GKJj, i] == 0)
{

hata = true;
}
else
{

if ((i >]))

{

toplam = toplam + ((GK]i, j] - GKJj, il) * (GKIi, j] - GKIj, i) / (GKTi,

il+ GK, ));
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}
}
}

}

if (hata)

{
MessageBox.Show("Hatali veri var, Sonug hatali olabilir.");
txtSonuc.Text = toplam.ToString();

}

else

txtSonuc.Text = toplam.ToString();
}

private void btnOku_Click(object sender, EventArgs e)
{

IbA1.ltems.Clear();

IbB1.ltems.Clear();

IbC1.ltems.Clear();

IbA2.l1tems.Clear();

IbB2.ltems.Clear();

IbC2.ltems.Clear();

IbG.Iltems.Clear();

IbK.ltems.Clear();

IbFrekans.ltems.Clear();

this.openFileDialog1.FileName = "*.xIs";

if (this.openFileDialog1.ShowDialog() == DialogResult.OK)

Microsoft.Office.Interop.Excel.Workbook theWorkbook =
ExcelNesnesi.Workbooks.Open(
openFileDialog1.FileName,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing,
Type.Missing);
Microsoft.Office.Interop.Excel.Sheets sheets = theWorkbook.Worksheets;
Microsoft.Office.Interop.Excel.Worksheet worksheet =
(Microsoft.Office.Interop.Excel.Worksheet)sheets.get_Item(1);/sadece ilk ¢calisma sayfasi
icin
int satirSayisi = Convert.Tolnt32(txtVeriMiktari. Text);
for (inti = 2; i <= satirSayisi + 1; i++)

{
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Microsoft.Office.Interop.Excel.Range range = worksheet.get_Range("A" +

i.ToString(), "F" + i.ToString());

System.Array myvalues = (System.Array)range.Cells.Value2;

string[] strArray = ConvertToStringArray(myvalues);

IbA1.ltems.Add(strArray[0]);

IbA2.ltems.Add(strArray[1]);

IbB1.ltems.Add(strArray[2]);

IbB2.ltems.Add(strArray[3]);
).
)

IbC1.ltems.Add(strArray[4]
IbC2.Items.Add(strArray[5]

}

ExcelNesnesi.Workbooks.Close();
btnHesapla.Enabled = true;

}

string[] ConvertToStringArray(System.Array values)

string[] theArray = new string[values.Length];
for (inti = 1; i <= values.Length; i++)

if (values.GetValue(1, i) == null)

theArray[i - 1] ="";
else
theArrayl[i - 1] = (string)values.GetValue(1, i).ToString();

return theArray;

}

private void IbA1_Click(object sender, EventArgs e)

{
selectedindex = IbA1.SelectedIndex;
IbA2.SelectedIndex = selectedindex;
IbB1.SelectedIndex = selectedIndex;
IbB2.SelectedIndex = selectedIndex;
IbC1.SelectedIndex = selectedIndex;
IbC2.SelectedIndex = selectedIndex;
IbG.Selectedindex = (selectedIndex * 2);
IbK.SelectedIindex = (selectedindex * 2);

}

private void tsmCikis_Click(object sender, EventArgs e)

this.Close();
}
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