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OZET

Biyoinformatik; Gensel Veri Analizi Tabanh Yazihmlarin Karsilastirilmasi

Amag: Beta geni lizerinde yer alan, yaymlanmis polimorfik odaklardan
yararlanilarak, bu odaklarin Hb D-Los Angeles mutasyonu ile olan olas1 iliskilerinin
istatistiksel yazilim programlar1t (Arlequin 3.1) (10) ve Power Marker 3.25 (11) ile
kargilagtirmali analizini yapmaktir. Gensel verilerin farklt yazilimlar tarafindan
islenmesi ile elde edilecek sonuglarin, gensel veri analizi gilivenirliligi, programlarin
uyumu, varsa farkliklar1 ve bu farkliliklarin nedenlerinin tartisilmasi, arastiricilarin
calisma amaglarina yonelik program secimi ve kiyaslamalarinda yol gostermesi
bakimindan kaynak veri saglayacagi Ongoriilmektedir. Bu bakis acis1 altinda; tez
calismasinin temel amaci, Hb D-Los Angeles modelinde beta globin gen ailesi ve beta
globin geni lizerindeki gensel verilerin analizindeki olasi1 farkliliklarin ya da ortak
sonuclarin iki istatistiksel yazilim ile karsilastirilabilmesidir.

Materyal ve Metot: Tez caligmamiz da Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan
bireyler (40 adet) ile normal bireylere (59 adet) ait yaymlanmis veriler kullanilarak
istatistik tabanli Arlequin 3.1 ve Power Marker 3.25 yazilimlariyla karsilagtirmali test
degerlendirme asamalar1 gergeklestirilmistir.

Bulgular: Arlequin ve Power Marker yazilimlari, her iki popiilasyonda da Hb
D-Los Angeles mutasyonu ile iliskili haplotip sikliklarini esit frekans oranlarina sahip
bi¢cimde hesaplamistir. Molekiilsel ¢esitlilik ve Mismatch dagilim parametreleri dikkate
alindiginda Arlequin yazilimi popiilasyonlarin  tarihsel gelisim  siireclerinin
belirlemesinde Onemli avantaj saglayabilmektedir. Her bir lokus i¢in her iki
popiilasyona ait allel frekans hesaplamalari, allel ¢ifti frekans hesaplamalari, haplotip
egilim regresyonu, ve farklilik testi gibi parametreler Power Marker yazilimina 6zgii
testler olarak sunulmaktadir.

Sonug¢: Arlequin yazilimi kullanilarak elde edilen Tau mutasyon yasi, LD (baglanti
dengesizligi) ve popiilasyonlarin tarihsel siireglerini yansitan parametreler gibi sonuglar,

Power Marker yazilimina gore daha ayrintili ve kapsamli olarak hesaplanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik, gensel veri analizi, Arlequin, Power

Marker, poptilasyon genetigi
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ABSTRACT

Bioinformatics; The Comparison of Softwares based on Genetics Data Analysis

Aim: The comparative analysis with relational statistics programs (Arlequin 3.1)
(10) and Power Marker 3.25 (11) is performed, using the published polymorphic loci on
the Beta gene to investigate possible associations of these loci with the Hb D-Los
Angeles mutation. It is envisaged that the results obtained by the processing of genetic
data by different software will provide source data in terms of reliability of the analysis
of the genetic data, compatibility of the programs, discrepancies, if any, and reasons for
these differences, and the researchers guide the program selection and benchmarking for
the study purposes. Under this point of view; The main purpose of the thesis study was
to compare the possible differences or common results of analysis of gene data on beta
globin gene family and beta globin gene in Hb D-Los Angeles model with two
statistical software.

Material and Method: In our thesis study, comparative test evaluation steps
were performed with statistical-based Arlequin 3.1 and Power Marker 3.25 software
using the published data of Hb D-Los Angeles mutated individuals and (40) normal
individuals (59).

Results: Arlequin and Power Marker software calculated the haplotype
frequencies associated with the Hb D-Los Angeles mutation in both populations with
equal frequency values. Considering the molecular diversity and mismatch distribution
parameters, Arlequin software can provide important advantages in determining the
historical development processes of populations. For each locus, parameters such as
allele frequency calculations, allele pair frequency calculations, haplotype tendency
regression, and difference test for both populations were presented as specific tests of
Power Marker software.

Conclusion: Results obtained using Arlequin software such as Tau mutation
age, LD (linkage disequilibrium) and parameters reflecting historical processes of
populations are calculated in more detail and comprehensively than Power Marker
software.

Key Words: Bioinformatics, genetic data analysis, Arlequin, Power Marker,

Population genetics
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1. GIRIS

Guinimiizde gensel teknolojilerin ulastigi noktada kalitsal klinik sorunlara neden
olan veya klinik olarak belirti gostermeyen ancak nesilden nesile kalitilabilen olgular
lizerinde yapilan aragtirmalar, literatiir veri bankalariin gelismesine énemli katkilarda
bulunmaktadir (1). Hastaliklarin onemli bir boliimiiniin temeli gensel (gene 6zgii)
oldugundan, miimkiin olan tedavi yontemi yine gen kaynakli olmalidir. Giiniimiizde bu
yonde caligmalar bulunmakla birlikte heniiz gen tedavisi uygulamasi olanakli degildir.
Genler ve gen iiriinii olan proteinleri konu alan ¢alismalarin ve bu ¢alismalarda iiretilen
verilerin hizla artmasi gensel ve saglik sorunu olusturan hastaliklarin anlagilmasinda ve
olasi tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde umut vadetmektedir. Dogal olarak gensel
calismalarin sayisinin hizla artmasi ve karmasik veri kiimelerinin tiretilmesi ile gensel
teknoloji ile bilgisayar teknolojisinin ortak c¢aligma alani bulmasina neden olmaktadir.
Bu amagla iretilen verilerin saklanmasi, analizi ve paylasimi gibi temel konularda
gensel veri tabanli yazilimlar olduk¢a yararli olmaktadir. Bu baglamda, molekiilsel
biyolojinin i¢inde, canli sistem modelinde bilgi toplamak, islemek, depolamak ve
kullanmak gibi bir temel arastirma temasinin olmasi gerektigi kabul edilmektedir (2).
Son 30 yilda arastiricilar ¢ok sayida organizmanin genom dizisini belirleyebilmek igin
caba gostermektedir (3). Bunlarin en biiyligii, 1980°li yillarda ortaya atilan ve
1987’lerde olusturulmaya baglanan ve 1990 Ekim ayinda resmen baglayan ‘insan genom
projesi’ olmustur. Bu biiyiik proje ve diger genom projelerinden elde edilen DNA, RNA
ve protein dizi verilerinin saklanmasi, analizinin yapilmasi, islenmesi ve sonuglarinin
kullanima sunulabilmesi bilgisayar teknolojilerinin ve tip biliminin ortak c¢aligmasina
olanak saglayan ‘Biyoinformatik’ bilim dal1 ile miimkiin olmaktadir. Gerek diinya da ve
gerekse iilkemizde bu yeni bilim dalinin dnemi giderek artmaktadir. Biyoinformatik
bilim dalinin temel amaci; hizla gelisen ve artan bilgiyi toplamak, yonetmek, dagitmak,
bilgiye en hizli ve kolay bigimde ulagilmasini saglamak, bir¢cok alt sistemden olusan
yapidaki  biyolojik  sistemlerin  islergelerini tamimlamaya ¢alismaktir  (4).
Calismamizdaki sonuglarin yazilim tercihleri agisindan tartisilmasinin, gegmise doniik
gensel siireclerin arastirilmasinda ve antropolojik yaklagimlarin gelistirilmesinde degerli
veriler tiretebilecegi ongoriilmektedir (5). Bu kapsamda, tez ¢alismamizda model olarak

sectigimiz ve daha Once yaymlanmis olan (6-9) anormal hemoglobin (Hb D-Los



Angeles) popiilasyonu ve normal popiilasyon haplotip analizi verileri referans alinarak,
literatiirde yer alan ve siklikla tercih edilen biyoinformatik amagl iki farkli yazilimdan
(Arlequin ver. 3.5 ve Power Marker ver. 3.25) elde edilen istatistiksel sonuglar
degerlendirilmektedir (10,11). Bu sonuglarin degerlendirilmesi ile elde edilen bilgilerin,
aragtiricilarin  ¢alisma amaglarina yonelik program se¢imi ve uygun yontemlerin

secilmesi konusunda yararli olacagi dngoriilmektedir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Haplotip analizi

Haplotip analizi, tek niikleotid degisimine sahip bolgelerin PCR ve RFLP
tekniklerinin uygulanmasi, sonuglarin ise uygun gensel yazilimlarla test edilmesi
islemidir. Polimorfizm, herhangi bir sorun yaratmayan, bolgesel niikleotid degisimleri
olarak tanimlanir. Polimorfizmler, nesilden nesile kalitilma o6zelliklerinden dolay1
gegmise doniik gensel analiz koken arastirmalart ig¢in oldukc¢a degerli veriler
sunmaktadir (7). Calismamizda, Hb D-Los Angeles [$121(GH4)Glu—GIn] mutasyonlu
olgularda, B-globin gen ailesindeki toplam yedi bélgenin (Gj/Ay-globin, wp-globin, &
globin ve S-globin) yayinlanmis enzim kesim sonuglari kullanilarak haplotip analizleri
yapilmistir (7, (Sekil 2.1)).

.

. . . N
Hine 1T Hind 1T Hine T Ava T Hinfl

Sekil 2.1. Haplotip analizinde yer alan 7 odak. Enzim kesim bolgesi (1) (12, 13).

2.2. Hb D-Los Angeles

Calismamizda model olarak belirledigimiz Hb D-Los Angeles mutasyonu, f-
zinciri 121. kodonda G>C farklilagmasi ile glutamik asit — glutamin degisimi ile olusan
amino asit fakliligindan kaynaklanmis bir proteindir (6- 9). Ilk olarak, Itano tarafindan
1951 yilinda yaymlanmis ve Hb-D Los Angeles adini almistir (8). Bu anormal
hemoglobinin molekiilsel o6zellikleri 1964 yilinda tanimlanmis ve 21 farkli iiyesi
literatlire kazandirilmistir (Tablo 2.1). Bu iiyelerden bazilari, benzer gensel farkliliga
sahiptir, ancak farkli bolgelerde tanimlanmalar1 nedeni ile gercekte 9 farkli molekiilsel
¢esidi bulunmaktadir (15).



Tablo 2.1. Hb D Cesitliligi (15)

Amino asit Cesitliligi Hb Ad1 Amino asit Cesitliligi | Hb Ad1
B16(A13)  Gly—Arg D-Bushman D-Baltimore
B 19(B1) Asn—Lys D-Ouled Rabah D-St. Louis
B 22(B4) Glu—Gln D-Iran D-Washington
Glu—Val D-Granada G-Philadelphia
o 68 (E17) Asn—Lys .
B 87(F3) Thr—Lys D-lbadan Stanleyville-T
D-Camperdown G-Bristol
B 121(GH4) Glu—Val _
D-Beograd G-Knoxville-T
B 121(GH4) Glu—Ala D-Neath G-Azakuoli
D-Los Angeles
D-Punjab
D-Chicago
Glu—Gln D-Nort Carolina
D-Portugal
D-Oak Ridge

2.3. istatistiksel Kavramlar

2.3.1. Hardy-Weinberg Esitligi

Genetik iligkilendirme ¢aligmalarinda Onemli alleller ig¢in Hardy-Weinberg
Dengesi (HWE) testi 6nemli bir erken adim olarak 6nerildi. Ornegin, iki asamali test
prosediirleri siklikla 6nerilmektedir (16), burada HWE testi, allel ve hastalik arasindaki
iliskiyi test etmeden once 6n adimdir (17, 18). Buna ek olarak, bazi G-E etkilesim test
yaklagimlart HWE' yi iistlendigi i¢in, bir hastalikla baglantili olarak gen ortami (G-E)
etkilesimleri i¢in daha fazla test yapilmadan 6nce HWE igin test yapilmaktadir (19).
Hardy-Weinberg kanununu genotip frekanslarini “p*+2pq+q® =17 denklemine gore test

eder. Test sonuglarina gore varsayimlarin gegerlilik diizeylerine karar verilir (20).

2.3.2. Molekiile Ozgii Varyans Analizi AMOVA)

Bu analiz yonteminde haplotip ¢esitliligi ylizde siklik ile allel olasilik verileri
kullanilarak popiilasyonlara 06zgii gensel parametreler hesaplanmaktadir (21).
Popiilasyonlarin olas1 fakli alt gruplar1 (Popiilasyonun bireyleri, popiilasyonlar,
popiilasyonun alt gruplari i¢ci ve popiilasyon alt gruplar: arasinda) ile iliskili
bilesenlerin testi parametrik olmayan istatistiksel yontemler ile gerceklestirilmektedir

(21).



Sekil 2.2 de Arlequin yaziliminin haplotip ¢esitliligi verilerini referans alan varyans

analizi arayiizli gosterilmektedir.

< Arlequin 3.5.1.3 [C:/Hb D-Los Ageles Haplotip ve Framework Analizleri PAU Biyofizik 201 2.arp] =3
Fil= W¥isw ©Options Help

J = Open project zview project E iy results a/ e Log file @ Close project | @Rcmd | m Start m Pause E Ztop |

Project | Structure Editor  Settings | Arlenuin Configuration | Praject wizard | Import data |

Settings [ Analysis of MOlecular VAriance (AMOVA)

Reset I Load I Save I v Standard ARMOY A computations (haplotypic format)
CARLEQUIM SETTIMGS v Locus by locus AWON.S
= . Calculation settings - Amova settings
= Genetic structure . W Include indivicual lewel v Compute population specific FIS's
A O, i
Detecting loci under selection Mo, of permutstions: |‘1DDD
Population comparisons I~ Compute Minimum Spanning Metwaerk (MSH) among haplotypes
Fopulation differentiation
-~ W Genotvpe assignment I Compute distance matrix vl
- @ Haplotype inference
E ® Linkage disequilibrium I Fairwize difference '|

L @ Hardy-Weinberg
. @ Pairwise linkage
o3 Mantel test IV Print distance matrix
- @ Mismatch distribution
- @ Molecular diversity indices
- @ Meutrality tests
~General settings

[ [ Z

Sekil 2.2. Arlequin istatistiksel yazilim programi AMOVA arayiizii

Power Marker istatistiksel yazilimiyla da AMOVA analizi yapilmaktadir (bkz. Sekil
2.3).

”
Classic F-Statistics

General Disable tooltip
—Data and Result —Qptions
Data folder | (Al) ~|| | I Assume HWE
Datzfilter  {no fitter) ] [V Ignore level-3
Yo vedi v Compute AMOVA table
tum veri.1

[~ Summary for each locus
[~ Bootstrap across loci

Bootstrap number 100
C.I. range(0-1) 0.950|
—Misc

Random generator seed | 617761039

Result folder ¥ I~ Open computed tables in Excel

IV View result in PowerMarker

——

Sekil 2.3. Power Marker istatistiksel yazilim programi AMOVA arayiizii




2.3.3. Baglant1 Dengesizligi; Linkage Disequilibrium (LD)

Ayni1 kromozom iizerindeki polimorfik odaklarin birbirinden bagimsiz olarak
kalitilmalarindaki zorluk nedeni ile yeni haplotip ¢esitlerinin (rekombinan¢ iriinler)
ortaya ¢ikmasi olasiligi diismektedir (linkage—baglanti). LD ayni veya farkli kromozom
tizerindeki allellerin yiiksek olasilikli baglantilaridir (22). Dogal se¢im yoluyla goriilme
olasilig1 artan bir gen bolgesi, igerdigi ve baglantili oldugu polimorfik odaklarin ortaya
cikma olasiligini arttirmaktadir. Bu baglanti sayesinde gene 0zgii evrimsel siire¢
geemise  doniikk  olarak  arastirilabilmektedir.  S6z  konusu  arastirmanin
gerceklestirilebilmesi i¢in gen bolgesine 6zgii polimorfik odak haritalandirilmasinin
tespitine gereksinim vardir. Yiiksek sayili popiilasyon c¢aligmalarinda LD testleri
gerceklestirilirken hangi allelin hangi atadan kalitildigini belirlemek zor oldugundan
tahmini haplotipler arasinda olasilig1 en yiliksek haplotip ¢esidi tespit edilmeye calisilir
ve anlamlilik testleri uygulanir (23, 24). S6z konusu bu istatistiksel baglanti analizleri
“Maksimum olabilirlige dayali algoritmalar (Expectation Maximization (EM)
algoritmast) ile ML (Maximum-Likelihood)” testlerini igeren Power Marker ve Arlequin
yazilimlar1 ile miimkiin olmaktadir. Iki yazilimda ortak olarak, LD sonuglarmin
belirlenmesi i¢in “Ki-Kare testi” uygulanmaktadir. Ki-Kare testi; Ho hipotezinin (Ho=iki
lokus arasinda LD vardir) onaylanip onaylanmayacagini test etmektedir. Eger, p < 0.05
ise Ho hipotezi onaylanir ve degiskenler arasinda baglanti oldugu yani gen bolgelerinin,
tizerlerindeki polimorfik odaklarla beraber bir sonraki nesile aktarilacagi sonucuna

varilmaktadir.

2.3.4. Uyumsuzluk (Mismatch) Dagilim Analizi

Mismatch analizi popiilasyon i¢i haplotip ¢iftleri arasindaki gdzlenen
farkliliklarin - dagilimin1  hesaplamaktadir. Popiilasyon birey sayisi olarak sabit
oldugunda bu dagilim ¢ok modlu (multimodal) bir grafik olarak kendini gostermektedir.
Niifus yogunlugu iistel olarak artan popiilasyonlarin mismatch analizi verileri, tek
modlu (unimodal) grafik olarak gozlenmektedir. Mismatch dagilimi topluluklarin birey
sayis1 degisimleri ile ilgili geg¢mise doniik arastirmalar i¢in degerli bilgiler
saglamaktadir (25, 26). S6z konusu analiz sonuglari; toplum birey sayisindaki degisim

parametrelerinden (t, 0o, 61, SSD, RI gibi) yararlanilarak hesaplanmaktadir. 6y ve 60



popiilasyonun ilk ve son niifus biiyiikliik degerlerini tanimlamaktadir. Raggedness
indeks (RI), p degerine bagli olarak mismatch dagilim analizinin anlamliligimni test
etmektedir. Sum of square deviations (SSD), beklenen ve gézlenen degerler iizerinden
ani popiilasyon yayilma modeli ile mismatch dagilimimi karsilastirmaktadir (27).
Analizler sonucu, rg indekslerinin diisiik degerlerde ve SSD p-degerlerinin > 0.05
olmasi bu popiilasyonlarin niifussal olarak benzer genisleme oranlarina sahip
olduklarin1 ifade etmektedir (28). SSD ve rg indekslerinin p degerleri, gbzlenen
verilerin tahmin edilen ya da beklenene ne kadar iyi uydugunu-uymadigimi belirlemeye
yonelik matematiksel bir kanit sunmaktadir. Bu test; uyum-iyiligi (Goodness of fit)
olarak ifade edilmektedir. Arlequin yaziliminda sifir hipotezinin uyum-iyiligine karar
vermek igin gelistirilen istatistiksel testlerden biri olan Ki-kare (¥2) kullanilmaktadir.
Eger, p > 0,05 ise Hy hipotezi (Hy = dagilim tek modludur) kabul edilir. Baska bir ifade
ile, sifir hipotezinin kabul edilmesi, gozlenen ikili ¢esitlilik dagiliminin, ani popiilasyon
yayilmasi modeli altindaki beklenen gesitlilikten istatistiksel olarak onemli derecede
farkli olmadigini isaret etmektedir. Tek modlu grafik, niifusun herhangi bir kisitlama
veya goc olayr etkisi altinda kalmadan iistel olarak arttigini ifade etmektedir (25-27,
29).

Mutasyon parametreleri modeline gore, 61 = 2uNp, 02 = 2uN; ve T = 2ut (u;
mutasyon orani) parametreleri modellenerek, giiven araliklari tanimlanmistir (29). S6z
konusu modelde t (Tau; mutasyonel zaman birimi) parametresi kullanilarak
popiilasyonun olas1 yasi hesaplanabilmektedir. Bu parametre hesaplanirken kullanilan
insan mitokondriyel niikleotid diverjans orami giiven aralifi milyon yilda %2 - %4
olarak belirlenmistir. %4 diverjans oranina karsilik mutasyon oram u = 15x10™, %2
diverjans oranina karsilik mutasyon oram u = 7.5 x10™, jenerasyon sayisi 1/2u ve
jenerasyon yasit da her jenerasyon basma 25 yil olarak tanimlanmistir. Sonug olarak
model de, zaman parametresi ic¢in giiven araligt 8333-16666 yil olarak
hesaplanmaktadir. Elde edilen zaman parametresi ile tau degerinin ¢arpimi popiilasyon

yasini yaklasik olarak gostermektedir (29).



2.4.5. Tarafsizhk (Neutrality) Testleri

Calismamizda Arlequin yazilimi kullanilarak, yayinlanmis verilere Tajima’nin D
ve Fu’nun Fs tarafsizlik testleri uygulanmistir. Tajima D testi, popiilasyon i¢indeki ayrik
site sayisini (S) ve haplotipler arasinda ortalama ¢ift farkliliklarini () referans alan iki
teta (0) degerini karsilastirmaktadir (30-32). Diger bir deyisle, Tajima D testi
popiilasyonlarin standart ndtral modelden sapmasini test etmektedir. Istatistiksel olarak
anlamli (p < 0.05) kabul edilen Tajima D degeri nétral modelde dogal secilim, niifussal
dalgalanmalar ve diger popiilasyon dengesi bozucu nedenler ile beklenen S ve =w
parametrelerinin degismesinden kaynaklanmaktadir. (p > 0.05) oldugu durum da ise,
Tajima D degeri, popiilasyonlarin notral dengede oldugunu tahmin etmektedir. (p >
0.05) oldugunda popiilasyonda nadir varyasyonlarin sayist her zaman diisiik
cikmaktadir (33). Tajima D degerinin pozitif olmasi; heterozigotlugun segilimli bir
avantaja sahip oldugunu, negatif olmasi ise belirli bir allelin diger allel arasinda
se¢ilimli bir avantaja sahip oldugunu tanimlamaktadir. Ek olarak negatiflik, popiilasyon
niifusunda hizli bir artis1 isaret etmektedir (34). Fu’nun Fs testi popiilasyon niifusunun
artisina duyarl bir belirteg¢ paramatresidir (35). Fu’nun Fs testinde, anlamli (p < 0.05) p
degerine sahip negatif Fu test sonucu, popiilasyonlarin ortak niifussal biiyiimeye sahip

ve ayni gen havuzuna ait olduklarina isaret etmektedir (36).



3. MATERYAL VE METOT

Tez caligmamizda model olarak kullanilan yayinlanmig haplotip verileri ilgili
referans yayinda ifade edildigi lizere [Hb D-Los Angeles [£121(GH4)Glu—GlIn]
mutasyonu tasiyan bireyler (40 adet) ile normal (59 adet) bireylere ait DNA
orneklerinin beta globin gen bolgeleri, uygun primerler kullanilarak PCR yontemi ile
cogaltilmis ve haplotip analizinin devam eden asamalarinda ise sirasi ile enzim kesimi]
uygulanarak elde edilmis ve yaymlanmig verilerdir (7-9). Tez ¢alismamizda bu verilerin

istatistiksel degerlendirme asamalari gergeklestirilmistir.

3.1. Arlequin; Istatistik Tabanh Yazilim

Arlequin yazilimi, gensel ve gen kaynakli sayisal verileri, test iceriginde bulunan
temel istatistik yontemleri uygulayarak analizlerini gergeklestirebilmektedir. Bu
istatistik yontemler ile DNA dizi, RFLP, DNA mikrodizinler, standart ve allel siklig
gibi verilerin analizi ger¢eklestirilmektedir (10,37). Yazilim literatiir oranlar1 g6z 6niine
alindiginda gensel verilerin anlamlandirilmasinda arastiricilar tarafindan oldukga sik
tercih edilmektedir (38). Arlequin yazilimi gensel ¢esitlilik incelemeleri, F-istatistigi ve
popiilasyonlar arasi1 gensel iligkiler, baglant1 dengesizligi (LD, Linkage Disequilibrium)
ve popiilasyon ig¢i cesitlilik, coklu genotiplere ait gametik faz degerlendirmeleri, niifus
dagilimlar1 ve yayginlik testleri, Hardy-Weinberg kesin testi, molekiilsel ¢esitlilik
analizi (AMOVA) gibi popiilasyon gensel siireclerini kapsayan konularda analiz
cesitliligi sunmaktadir (37, Tablo 3.1 ve 3.2).



Tablo 3.1. Popiilasyon i¢i istatistiksel analiz yontemleri; Arlequin yazilimi (7).

Popiilasyon i¢i yontem

Kisa Tanim

Standart endeksler

Polimorfik site sayist ve gen cesitliligi
gibi bazi ¢esitlilik 6l¢timleri.

Molekiilsel cesitlilik

Niikleotid  c¢esitliligi ve popiilasyon
parametresi olan Teta (0) degerinin farkl
formlarini hesaplar.

Uyumsuzluk (Mismatch) dagilimi

Haplotipler arasindaki ikili (pairwise)
farkliliklarin dagilimindan, popiilasyonun
nifussal ve  mekansal  genisleme
parametrelerini belirler.

Haplotip frekansi tahmini

Maximum Likelihood (ML) yontemi ile
poplilasyon i¢inde bulunan haplotip
sikliklarini belirler.

Gametik faz tahmini

Pseudo-Bayesian yaklasimini kullanarak,
coklu-lokus genotiplerinin en olasi
gametik fazini belirler (ELB algoritmasi).

Baglant1 dengesizligi (LD)

Farkli lokuslardaki allellerin rastgele-
olmayan baglantilarini test eder.

Hardy-Weinberg dengesi

Diploid bireylerde allellerin rastgele
olmayan baglantilarini test eder.

Tajima’ nin tarafsizlik testi (sonsuz site
modeli)

Sonsuz site modeli altinda DNA dizileri
ve RFLP haplotiplerinin  rastgele
orneklem secici tarafsizlik testidir.

Fu' nun FS tarafsizlik testi (sonsuz site
modeli)

Sonsuz site modeli altinda DNA dizileri
ve RFLP haplotiplerinin  rastgele
orneklem secici tarafsizlik testidir.

Ewens-Watterson tarafsizlik testi
(sonsuz allel modeli)

Sonsuz site modeli altinda Ewens
ornekleme teorisi tabanli segici tarafsizlik
testidir.

Chakraborty’ nin birlestirme testi
(sonsuz allel modeli)

Segici  tarafsizlk  ve  popiilasyon
homojenligi testidir. Bu test homojenligin
stipheli oldugu durumlarda uygulanir.

Minimum yayilim agi (Minimum
Spanning Network; MSN)

Haplotipler arasinda Minimum yayilim
agac1t (Minimum Spanning Tree; MST) ve
MSN hesaplar. Bu test AMOVA ile
birlikte farkli popiilasyonlardaki
haplotiplerin baglantilarini belirlemek icin
de kullanilabilir.
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Tablo 3.2. Popiilasyonlar arasi istatistiksel analiz yontemleri; Arlequin yazilimi (7).

Popiilasyonlar arasi yontem

Kisa Tanim

Popiilasyonlar arasinda ortak olan
haplotiplerin belirleme

Haplotip igeriklerine gore drneklerin
popiilasyonlar arasi karsilagtirmasini yapar.

AMOVA

Popiilasyonlarin gensel yapilari {izerinde
molekiilsel ¢esitlilik analizi yapar.

Ikili gensel uzakliklar

(Pairwise genetic distances)

Kisa siire igerisinde gerceklesmis gensel
cesitlenmeler icin Fsr tabanli gensel mesafe
analizi testidir.

Panmixia hipotezi altinda popiilasyonlar
icindeki haplotiplerin rastgele olmayan
dagilimlarini test eder.

Popiilasyon farklilagsma kesin testi (Exact
test of population differentiation)

Olast allel sikliklar ile popiilasyonlardaki

SRR eI ot bireylerin genotiplerini belirler.

FST dagilimi incelenmesi ile segilime ugrayan
lokuslar1 ve ‘hierarchical island model’’
altinda heterozigotlugu belirler.

F-istatistigi ile se¢ilime ugrayan lokuslari
belirleme

3.2. Power Marker; istatistik Tabanli Yazilim

Power Marker, ilk resmi siirimii Ocak 2004'de piyasaya siiriilen, gensel
veri tabanli bir yazilim olarak literatiirde yer almaktadir. Popiilasyonlarin gensel
analizlerinde SSR / SNP verilerinin kullanimimi saglamaktadir. Elde edilen gensel
veriler excel dosyast veya diger veri dosyasi formatlart kullanilarak kolaylikla analiz
edilebilmektedir. Veriler ayrica NEXUS ve Arlequin formatlarina da aktarilabilir.
Baglant1 dengesizligi gorsellestirmesi i¢in bir 2D goriintiileyici' icerir. Kullanici, Power
Marker yazilimi i¢indeki grafikleri diizenleyebilmekte veya yayinlamak igin bunlart
yazilim disina ¢ikarabilmektedir. Program dogruluk ve etkililik agisindan kapsamli bir
sekilde test edilmistir. Power Marker yazilimi kolay ulasilir olmakla birlikte {icretsiz
olarak paylasilmaktadir. Ancak PHYLIP, TreeView ve Microsoft.net ¢ergeve sistemi
(tiimiiyle kullamima agik) ve Excel 2000 (dicretli) siriimii ile desteklenmektedir. EK
olarak yazilim, Windows 98 ve tizeri (Macintosk veya diger sistemler harig) stirimlerde
calisabilmektedir (11).

Son yillarda, gensel isaretleyicilerin popiilasyonlarin gensel analizleri i¢in temel yontem
haline gelmesi ile giivenli veri analizi amagh bilgisayar yazilimina duyulan ihtiyag

artmaktadir. Power Marker yazilimi bu ihtiyaci, kullanict dostu ve tekrarlanabilir
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¢oziimler Onererek karsilamaya galismaktadir. Yazilim, gensel isaretleyici veriler i¢in
sonug odakli, biitiinleyici bir analiz ortami1 (IAE-integrated analysis environment)
sunmaktadir. IAE, veri yonetimi, analiz ve gorsellestirmeyi kullanic1 dostu bir grafik
kullanic arabiriminde biitlinlestirmektedir. Analiz siiresini kisaltarak, kullanicilarin
stire¢ boyunca veri biitlinliiglinii stirdiirmesini saglamaktadir. Yazilim ile haploid veya
diploid olmak tiizere gesitli isaretleyici verilerin analizleri gergeklestirilebilmektedir.
Bilinen veya bilinmeyen diploid veriler igin gametik faz hesaplamalarina olanak
saglamaktadir. Yazilim ayn1 zamanda mikrosatelit verileri, tek niikleotid polimorfizm
(SNP) verileri ve RFLP verilerini de analiz edebilmektedir. Power Marker veri seti,
frekans, uzaklik, agac, tablo ve metin olmak iizere alt1 farkli veri girisi secenegi
sunmaktadir. Her biri metin dosyalarindan ige aktarilabilir ve metin dosyalarina
aktarilabilir 6zellik gostermektedir. Dataset segenegi, birkag farkli genetik bilginin
depolanmasini saglayarak ¢oklu analizlerin gergeklesmesini saglamaktadir. Haplotip
cesitliligi frekans bilgisi, popiilasyonlarin gensel farkliliklarinin belirlenmesi igin
kullanilan analizlerin referansi olarak kullanilmaktadir (39).

Power Marker, x2 testleri, olasilik oram testleri ve kesin testler de dahil olmak {izere
Hardy-Weinberg dengesini ve baglant1 dengesini test etmek i¢in tiim yaygin yontemleri
uygulamaktadir. Linkage Disequilibrium (LD) analizi D' ve r? parametreleri
hesaplanarak gerceklestirilmektedir. LD sonuglart Microsoft Excel kullanilarak program
disina aktarilabilir 6zellik gostermektedir. Olusturulan LD matrisi 2D gdriintiileyicisi
tarafindan dahili olarak goriintiilenebilmekte ve daha ileri diizenleme igin bir grafik
dosyast olarak digsa aktarilabilmektedir (39). Power Marker yazilimi her bir
isaretleyici(marker) lokusu i¢in allel numaralarini i¢eren, polimorfizm bilgi icerigi(PIC)
ve mikro dizin veriler i¢in birkag adimli olgu istatistiklerini hesaplamaktadir (40).
Bireyler arasinda analiz tekrar sayisini arttirarak belirlenir. Power Marker yazilimindaki
haplotip c¢esitliliginin hesaplanmas1 bu belirteclerin ikili 6zelliginden yararlanarak
polimorfizm verileri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Power Marker, bireylerin ilgili
lokus ciftleri arasindaki iligkiyi test etmek i¢in 3 yontem sunmaktadir. Bunlar allele ait
kontrol testi, genotipe ait kontrol testi ve ¢ok yonlii egilim testi olarak ifade
edilmektedir. Power Marker ayn1i zamanda nicelik 6zelliklerini test eden bir F-testi
sunmaktadir. Bu test haplotip egilim regresyonu ile beraber hem nicelige hem de ikili

lokuslara uygulanabilir 6zelliktedir (36).
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Tablo 3.3. Power Marker yazilimu ile gergeklestirilebilen istatistiksel analizler (39).

Kategori

Kisa Tanim

Ozet istatistikler

Allel say1si, gen ¢esitliligi, soydasim
katsayis1 gibi toplam istatistikler; Allelik,
genotipik ve haplotipik frekansinin
tahmini; Hardy-Weinberg dengesizligi ve
Baglant1 dengesizligi

Cekirdek kiimesi veya haplotip etiketleme

Tasarim . o .

isaretcilerinin se¢imi

Popiilasyon farklilastirma testi; Klasik F-
Popiilasyon yapist Istatistiklerinin yam1 sira popiilasyona

ozgii F-Istatistigi; Popiilasyon yapisi
tahmini

Filogenetik analiz

Frekans, uzaklik ve aga¢ analizi

Birliktelik analizi

Farkl1 tasarimlar icin ortaklik testi

Araclar

SNP simiilasyon ve tanimlama gibi
yardimci program araglari, Mantel
Olasilik tablolart i¢in test ve tam p-
degerleri
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4. BULGULAR

Mismatch dagihm: Normal Pop.
1.6
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Sekil 4.1. Normal popiilasyonun ani genisleme modelinde goézlenen cift farklilig
(cubuklar) ve beklenen uyumsuzluk dagilimlari (diiz ¢izgi). Arlequin 3.5 yazilimi
kullanilarak elde edilmistir.

Mismatch dagihmi: Hb D-Los Angeles Pop.

1 2z 3 4 o G T -]
Cift farkhhg savisa

Sekil 4.2. Hb D-Los Angeles popiilasyonunun ani genisleme modelinde gozlenen ¢ift
farklilig1 (¢ubuklar) ve beklenen uyumsuzluk dagilimlart (diiz ¢izgi). Arlequin 3.5
yazilimi kullanilarak elde edilmistir.
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Tablo 4.1. Hb D-Los Angeles popiilasyonu i¢in Ikili Baglanti Dengesizligi (Pairwise
Linkage Disequilibrium); Arlequin sonuglari.

Cok-

Cok-

Markerl | Marker2 Allelik Allelik Exzzct - Ki-Ifar-e Ki-kfelre‘ Tekrar

D D' p degeri degeri p-degeri | sayisi

1 lokus1 | lokus2 | 0.0086 | 0.0349 |0.64347+0.00468| 0.0976 0.7548 |10100
2 lokus1 | lokus3 | 0.0172 | 0.1209 |0.49139+0.00474| 0.4378 0.5082 (10100
3 lokus 2 | lokus 3 | 0.1828 | 1.0000 |0.00000+0.00000| 49.5238 | 0.0000 |10100
4 lokus1 | lokus4 | 0.0102 | 0.2889 |0.36584+0.00427| 0.5723 0.4494 10100
5 lokus 2 | lokus 4 | 0.0352 | 1.0000 |0.00000+0.00000| 6.8571 0.0088 [10100
6 lokus 3 | lokus4 | 0.0172 | 0.4074 |0.16188+0.00339| 1.8386 0.1751 |10100
7 lokus1 | lokus5 | 0.0266 | 0.1619 |0.35248+0.00488| 0.9786 | 0.3225 | 10100
8 lokus 2 | lokus5 | 0.1984 | 0.9407 |0.00000+0.00000| 54.6167 | 0.0000 |10100
9 lokus 3 | lokus5 | 0.1781 | 0.8769 |0.00000+0.00000| 49.3675 | 0.0000 | 10100
10 | lokus4 | lokus5 | 0.0391 | 1.0000 |[0.00634+0.00088 | 8.8889 | 0.0029 |10100
11 | lokus1 | lokus6 | 0.0961 | 0.7193 [0.00040+0.00019| 16.5759 | 0.0000 |10100
12 | lokus?2 | lokus6 | 0.0414 | 0.3985 [0.11960+0.00284| 3.0776 0.0794 (10100
13 | lokus 3 | lokus 6 | 0.0647 | 0.8381 |0.00396+0.00073| 8.4264 0.0037 |10100
14 | lokus4 | lokus6 | 0.0148 | 1.0000 [0.08465+0.00295| 1.6612 0.1974 (10100
15 | lokus5 | lokus6 | 0.0766 | 0.8596 |0.00099+0.00030| 11.0486 | 0.0009 |10100
16 | lokus1 | lokus7 | 0.0242 | 0.4921 |0.13743+0.00304| 2.3881 0.1223 (10100
17 | lokus 2 | lokus7 | 0.0383 | 1.0000 |[0.00208+0.00049| 5.9665 0.0146 [10100
18 | lokus3 | lokus7 | 0.0284 | 1.0000 [0.03535+0.00181| 3.6936 0.0546 |10100
19 | lokus4 | lokus7 | 0.0055 | 1.0000 |[0.37693+0.00528| 0.5114 0.4745 (10100
20 | lokus5 | lokus7 | 0.0328 | 1.0000 [0.01000+0.00114| 4.6027 0.0319 |10100
21 lokus 6 | lokus 7 | 0.0042 | 0.0632 |0.66891+0.00447| 0.0985 0.7537 (10100

Tablo 4.2. Hb D-Los Angeles popiilasyonu i¢in Linkage disequilibrium (LD) anlamlilik
diyagrami; Arlequin sonuglart (Hipotez sinir1 = 0.0500, P < 0.05; (+), P > 0.05; (—)).

lokus1 | lokus2 | lokus3 | lokus4 | lokus5 | lokus6 | lokus 7
lokus 1 * - - - - + -
lokus 2 - * + + + - +
lokus 3 - + * - + + +
lokus 4 - + - * + - -
lokus 5 - + + + * + +
lokus 6 + - + - + * -
lokus 7 - + + - + - *
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Tablo 4.3. Hb D-Los Angeles popiilasyonu i¢in Linkage disequilibrium (LD) anlamlilik

diyagrami; Power Marker sonuglari.

ok-

Markerl | Marker2 | Karsihikh Aﬁlelik Cok-Allelik | Ki-kare | Ki-kare Ki-kare
Bilgi D D' df degeri p-degeri

1 |lokus1|lokus?2 | 0.7056 0.2205 0.8959 1 64.2045 | 0.0000
2 | lokus 2 | lokus3 | 0.5794 0.1828 1.0000 1 49.5238 | 0.0000
3 | lokus 3 | lokus 4 | 0.0060 0.0078 0.3846 1 0.3799 | 0.5377
4 | lokus4 | lokus5 | 0.1448 0.0391 1.0000 1 8.8889 | 0.0029
5 | lokus5 | lokus6 | 0.1703 0.0938 0.6318 1 16.5775| 0.0000
6 | lokus 6 | lokus7 | 0.0592 0.0208 1.0000 1 2.3894 | 0.1222

Tablo 4.4. Normal popiilasyonu icin Ikili

Disequilibrium); Arlequin sonuglari.

Baglanti Dengesizligi (Pairwise Linkage

Cok- Cok- Exact Tekrar
Markerl | Marker2 | Allelik Allelik p degeri Ki-kare Ki-kare | sayisi
D D’ degeri p-degeri

1 |lokusl | lokus?2 | 0.0122 | 0.0545 0.582+0.004 0.2855 | 0.5931 | 10100
2 |lokus1 | lokus3 | 0.0006 | 0.0067 1.000+0.000 0.0012 | 0.9721 | 10100
3 |lokus?2 | lokus3 | 0.0776 | 1.0000 0.000+0.000 21.9724 | 0.0000 | 10100
4 |lokus1 | lokus4 | 0.0022 | 0.0120 1.000+0.000 0.0102 | 0.9196 | 10100
5 |lokus?2 | lokus4 | 0.1637 | 1.0000 0.000+0.000 57.9828 | 0.0000 | 10100
6 | lokus3 | lokus4 | 0.0017 | 0.0167 0.785+0.004 0.0124 | 0.9113 | 10100
7 |lokus1 | lokus5 | 0.0142 | 0.0680 0.557+0.005 0.3882 | 0.5332 | 10100
8 |lokus?2 | lokus5 | 0.2159 | 0.8946 0.000+0.000 88.2472 | 0.0000 | 10100
9 |lokus3 | lokus5 | 0.0717 | 0.8943 0.000+0.000 18.8058 | 0.0000 | 10100
10 | lokus4 | lokus5 | 0.1692 | 1.0000 0.000+0.000 62.0554 | 0.0000 | 10100
11 |lokus1 | lokus6 | 0.0801 | 0.5124 0.000-+0.000 15.2662 | 0.0001 | 10100
12 | lokus 2 | lokus 6 | 0.0358 | 0.2602 0.069+0.002 2.9980 | 0.0794 | 10100
13 | lokus 3 | lokus 6 | 0.0257 | 0.6027 0.088+0.003 2.9953 | 0.0835 | 10100
14 | lokus 4 | lokus 6 | 0.0562 | 0.6236 0.005+0.001 8.4623 | 0.0036 | 10100
15 | lokus5 | lokus6 | 0.0734 | 0.5530 0.001+0.000 12.6553 | 0.0004 | 10100
16 | lokus1 | lokus7 | 0.0303 | 0.1827 0.141+0.003 2.1077 | 0.1466 | 10100
17 | lokus2 | lokus 7 | 0.0695 | 0.4768 0.000+0.000 10.9372 | 0.0009 | 10100
18 | lokus 3| lokus 7 | 0.0368 | 0.8127 0.015+0.001 5.9157 | 0.0150 | 10100
19 | lokus4 | lokus7 | 0.0447 | 0.4677 0.019+0.001 5.1694 | 0.0230 | 10100
20 | lokus5 | lokus7 | 0.0730 | 0.5184 0.000+0.000 12.0766 | 0.0005 | 10100
21 | lokus 6| lokus 7 | 0.0611 | 0.3107 0.002+0.000 10.4873 | 0.0012 | 10100
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Tablo 4.5. Normal popiilasyonu i¢in Linkage disequilibrium (LD) anlamlilik diyagrama;
Arlequin sonuglar1 (Hipotez sinirt = 0.0500, P < 0.05; (+), P > 0.05; (—)).

lokus1 | lokus?2 | lokus3 | lokus4 | lokus5 | lokus6 | lokus?7
lokus 1 * - - - - + -
lokus 2 - * + + + - +
lokus 3 - + * - + - +
lokus 4 - + - * + + +
lokus 5 - + + + * + +
lokus 6 + - - + + * +
lokus 7 - + + + + + *

Tablo 4.6. Normal popiilasyon i¢in Linkage disequilibrium (LD) anlamlilik diyagramu;
Power Marker sonuglari.

Cok- Cok-

Markerl | Marker2 | Karsihkhi | Allelik Allelik Ki-kare | Ki-kare Ki-kare

Bilgi D D’ df degeri p-degeri

1 |lokusl | lokus2 | 0.6932 | 0.2195 | 0.9610 | 1.0000 | 91.9150 | 0.0000
2 |lokus2 | lokus3 | 0.2190 | 0.0776 | 1.0000 | 1.0000 | 21.9724 | 0.0000
3 |lokus 3| lokus4 | 0.1244 | 0.0491 | 1.0000 | 1.0000 | 10.0890 | 0.0015
4 | lokus4 | lokus5 | 0.5005 | 0.1692 | 1.0000 | 1.0000 | 62.0554 | 0.0000
5 |lokus5 | lokus 6 | 0.0162 | 0.0323 | 0.2195 | 1.0000 | 2.4446 0.1179
6 |lokus6 | lokus7 | 0.0415 | 0.0437 | 0.5262 | 1.0000 | 5.3496 | 0.0207

Tablo 4.7. Hb D-Los Angeles popiilasyonu haplotip ¢esitliligi; Arlequin sonuglari.

Haplotip Frekans s.d.
1 +————++ 0.346909 0.057740
) —t++—+++ 0.298632 0.054972
3 - + 0.125000 0.038259
4 +————+— 0.065592 0.031056
5 —+——+++ 0.025000 0.017043

Maksimume-olasilik haplotip frekanslar1 Arlequin 3,5 yazilimi ile olusturulmustur.
Listelenen 14 frekansin toplami: 1.000000 / Numunedeki gen kopya sayist: 80 / S.d .: Standart sapma
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Tablo 4.8. Hb D-Los Angeles popiilasyonu haplotip cesitliligi; Power Marker sonuglart.

Haplotip Olciim |Ortalama| s.d. zii?é gﬂ’i%
1 | +————++ | 0.34694 0.40286 |0.08993| 0.23744 | 0.53315
2 | —++—+++ | 0.29860 0.23097 |0.09321| 0.04159 | 0.36124
3 | +——— + | 0.12496 | 0.08814 |0.04949| 0.00000 | 0.17500
4 | +————+—| 0.06559 0.05159 |0.03189| 0.00000 | 0.11027
5| -—+——+++ | 0.02500 | 0.02762 |0.02811| 0.00000 | 0.10000
6 | —+—+——+ | 0.02424 0.02416 |0.01929| 0.00000 | 0.06250
7 | —+—++—-—| 0.02191 | 0.02202 |0.01669| 0.00000 | 0.06070
8 | -+—-++—+ | 0.01635 | 0.01408 |0.01887| 0.00000 | 0.05785
9 | - ++——++ | 0.01387 0.01444 |0.01367| 0.00000 | 0.04093
10 | ————+—+ | 0.01311 | 0.01325 |0.01345| 0.00000 | 0.04877
11 | ++———++ | 0.01250 0.01313 |0.01310| 0.00000 | 0.03750
12 | +++———+ | 0.01250 | 0.01225 |0.01317| 0.00000 | 0.03750
13| —+————+ | 0.01250 0.01100 |0.01209| 0.00000 | 0.03750
8 B — — + | 0.01189 0.00881 |0.01046| 0.00000 | 0.03643
15| -++—-+—+ | 0.00004 | 0.04229 |0.05993| 0.00000 | 0.18518
16 | —++—++—| 0.00000 0.01439 |0.02254| 0.00000 | 0.06702
17| ————+++ | 0.00000 | 0.00000 |0.00001| 0.00000 | 0.00000
18| —++———+ | 0.00000 0.00037 |0.00278| 0.00000 | 0.00000
19 | - +++—-—+| 0.00000 | 0.00112 |0.00796| 0.00000 | 0.00000
20| ——+———+ | 0.00000 | 0.00012 |0.00125| 0.00000 | 0.00000
21 | +++——++ | 0.00000 0.00140 |0.00510| 0.00000 | 0.01273
22 | —+———++ | 0.00000 | 0.00150 |0.00541| 0.00000 | 0.02500
23 ++ | 0.00000 0.00171 |0.00628| 0.00000 | 0.02392
24 | —+—+—-++ | 0.00000 | 0.00175 |0.00641| 0.00000 | 0.02500
25| —+—++++ | 0.00000 0.00100 |0.00423| 0.00000 | 0.01250

Listelenen 25 frekansin toplami: 1.000000 / Numunedeki gen kopya sayisi: 80 / S.d .: Standart sapma

Tablo 4.9. Normal popiilasyon haplotip ¢esitliligi; Arlequin sonuglari.

Haplotip Frekans s.d.
1 +————++ 0.266653 0.044010
2 —+—++++ 0.146688 0.036171
3 + -+ 0.125874 0.034472
4 e+ 4+ 0.062640 0.024809
5 R 0.054387 0.027891

Maksimume-olasilik haplotip frekanslar1 Arlequin 3,5 yazilimi ile olusturulmustur.
Listelenen 14 frekansin toplami: 1.000000 / Numunedeki gen kopya sayisi: 118 /S.d .: Standart sapma
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Tablo 4.10. Normal popiilasyon haplotip gesitliligi; Power Marker sonuglari.

Haplotip Ol¢iim | Ortalama | s.d. | 25% lb. | 97,5% u.b.
1| +—-—-—-—++ 1024751 | 0.25235 |0.07021| 0.11564 0.36559
2 -+ —++++ |0.16464 | 0.17316 |0.05267| 0.06573 0.27095
3| +-—-——-——-—+-1012952| 0.11234 |0.04357| 0.04187 0.19538
4 | + - — — — — + 1 0.08545 | 0.07777 |0.04553| 0.00000 0.16872
5 -++ —+++ |0.07326 | 0.06367 |0.03906| 0.00000 0.14358
6 | —+—-++—— |0.05660 | 0.04019 |0.03231| 0.00000 0.09897
7| —+—-++—+ ]0.03027 | 0.02988 |0.02947| 0.00000 0.08635
8 —-++ —+ —+ [0.02983 | 0.03780 |0.03160| 0.00000 0.09926
9 | —+—-+++ — |0.02473 | 0.02864 |0.02670| 0.00000 0.08673
10| —++++ —— ]0.01799 | 0.01520 |0.01390| 0.00000 0.04689
11| - ++ - - -+ ]0.01732 | 0.01470 |0.01376| 0.00000 0.05085
12| + — - —++ — | 0.01446 | 0.01505 |0.01131| 0.00000 0.03674
13| + - - —-+++ |0.01150 | 0.01081 |0.01053| 0.00000 0.03214
14| +--—---— 0.01111 | 0.02546 |0.03101| 0.00000 0.10318
15 ++ —-+++ — |0.01065| 0.01133 |0.01256| 0.00000 0.04237
16 | ++ - —+++ |0.00951 | 0.00698 |0.00907| 0.00000 0.02692
17| - - - — - + — 1 0.00892 | 0.00926 |0.00888| 0.00000 0.02755
18| ++ —-++ —+ |0.00865 | 0.01035 |0.00896| 0.00000 0.02755
19| —++ - —+ — |0.00865 | 0.00407 |0.00706| 0.00000 0.01929
20| ++ —++++ |0.00850| 0.00919 |0.00989| 0.00000 0.02601
21| —+ - —+++ |0.00847 | 0.00933 |0.00974| 0.00000 0.03026
22| ++ - - ——+ 10.00847 | 0.00648 |0.00859| 0.00000 0.02542
23| -+ - — — — — 0.00847 | 0.00564 |0.00891| 0.00000 0.02542
24| +++ -+ — — | 0.00550 | 0.00564 |0.00786| 0.00000 0.02418
25| -+ - - —+ — |0.00000 | 0.00444 |0.00895| 0.00000 0.03385
26| —++ — — — — |0.00000 | 0.00263 |0.00545| 0.00000 0.01695
27| + —+ — — — —10.00000 | 0.00127 |0.00543| 0.00000 0.00847
28| —++ —++ — |0.00000 | 0.00442 |0.01061| 0.00000 0.03310
29| —-++++ —+ |0.00000| 0.00094 |0.00550| 0.00000 0.00067
30| —+++++ — |0.00000| 0.00113 |0.00538| 0.00000 0.01628
31| ++ —-++ — — |0.00000 | 0.00015 |0.00096| 0.00000 0.00051
32| —++ - —++ |0.00000| 0.00276 |0.00740| 0.00000 0.02227
33| -+ -+ — —+ |0.00000| 0.00018 |0.00178| 0.00000 0.00000
34| -+ - —-++ — |0.00000 | 0.00008 [0.00082| 0.00000 0.00000
35| + - —-++ —+ |0.00000| 0.00018 |0.00124| 0.00000 0.00000
36| -+ -+ —-++ |0.00000| 0.00017 |0.00169| 0.00000 0.00000
37| -+ -+ - — — |0.00000 | 0.00009 |0.00089| 0.00000 0.00000
38| -+ - - — —+ |0.00000| 0.00008 |0.00085| 0.00000 0.00000
39| ++ - -+ —+ |0.00000 | 0.00309 [0.00643| 0.00000 0.02542
40| ++ - - —++ | 0.00000 | 0.00309 |[0.00643| 0.00000 0.02542

Listelenen 40 frekansin toplami: 1.000000 / Numunedeki gen kopya sayisi: 118/ S.d .: Standart sapma

Maksimume-olasilik haplotip frekanslar1 Power Marker 3, 25 yazilim ile olugturulmustur.
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Tablo 4.11. Popiilasyonlar arasinda hesaplanan (AMOVA) F-istatistigi; Arlequin

sonugclart.
Uzakhik Metodu: Cift farklihig:
< e - Varyans .
Lokus Degisim kaynagi d.f. | Kareler toplami e Yiizde
Toplam | Popiilasyonlar arasinda | 1 7.411 0.06333 Va 4.27
Toplam | Populasyonlaricindeki | o7 | 435 14 .0.04854Vb | -3.27
bireyler arasinda
Toplam Niifus i¢inde 99 145.500 1.46970 Vc 99.0
19
Toplam Genel Toplam 7 286.056 1.48449 100

Fiksasyon Endeksleri: Anlamlilik testleri (1023 permiitasyon)

Fis :-0.03415 p-degeri = 0.75464 + 0.01456
Fsr : 0.04266 p-degeri = 0.00391 + 0.00185
Fr : 0.00996 p-degeri = 0.61975 +0.01361

Haplotip Frekanslarina Dayali Ornek Farklilastirmanin Kesin Testi
Popiilasyonlar arasindaki farklilik kiiresel testi, anlamli P < 0.05

Farklilagtirma: Tam P degeri = 0.00003 £ 0.000001 (30000 Markov tekrar sayisi)

D.f .. serbestlik derecesi / F|s: Akrabalik Alt Popiilasyon / Fst: Alt Popiilasyon Toplam
Fi: Akrabalik Toplam
Arlequin 3.5 yazilimi kullanilarak gergeklestirilen molekiiler varyans analizi (AMOVA)

Tablo 4.12. Popiilasyonlar arasinda hesaplanan (AMOVA) F-istatistigi; Power Marker

sonuglart.
Lokus Degisim kaynagi SETELE Yiizde
toplam
Tiim Popiilasyonlar arasinda 14.8345 0.0259
Tiim | Popilasyon icinde(Hb D- | g9 475, 0.1563
Los Angeles)

Tiim Popiilasyon i¢inde 176.0339 0.3076
Normal)

Tiim Bireyler I¢inde (Hb D-Los 113.0000 0.1974
Angeles)

Tiim | Bireyler icinde (Normal) 179.0000 0.3127

Tiim Toplam 572.3434 1.0000
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Tablo 4.13. Popiilasyonlar i¢cin Ozel F-Istatistigi; Power Marker sonuglari.

Lokus Beta Alpha | f(tiim) Beta Alpha f Beta Alpha f Beta
(tiim) (tiim) (Hb D-Los | (Hb D-Los | (Hb D-Los | (Normal) | (Normal) | (Normal) ((Hb D-Los
Angeles) Angeles) Angeles) Angeles)/Normal)
lokus 1 | -0.0100 | 0.0597 | 0.0691 -0.0092 0.0388 0.0476 -0.0106 0.0739 0.0837 0.0011
lokus 2 | -0.0036 | 0.0918 | 0.0950 0.0035 0.0509 0.0476 -0.0084 0.1195 0.1268 0.0031
lokus 3 | 0.0226 | -0.0028 | -0.0259 -0.2952 -0.4599 -0.1272 0.2380 0.3072 0.0907 -0.1048
lokus 4 | 0.2383 0.3314 | 0.1223 0.7093 0.6936 -0.0541 -0.0810 0.0859 0.1544 0.1560
lokus5 | 0.0182 | -0.1726 |-0.1944 0.0531 -0.2009 -0.2683 -0.0055 -0.1534 -0.1472 0.0119
lokus 6 | 0.0078 | -0.2355 | -0.2453 0.0689 -0.2104 -0.3000 -0.0336 | -0.2525 -0.2118 0.0207
lokus7 | 0.1764 | 0.1045 |-0.0872 0.5788 0.5437 -0.0833 -0.0964 | -0.1932 -0.0883 0.1338
Tim | 0.0589 | 0.0236 |-0.0376 0.1526 0.0648 -0.1037 -0.0046 | -0.0044 0.0002 0.0315

Tablo 4.14. iki popiilasyon i¢in molekiilsel cesitliligin dzeti; Arlequin sonuglar1.

Tajima’s D Fu’s Fs Mismatch dagilimi
Pop. n Hap. no| k (95%Cl) | 0s h n D P Fs P 7 (95%CI) 0o 0,
303 1130 | 093 | 043 2538
Normal | 59 | 24 @1- |t o531 28 | 300 | 099 | 1688 | 0.00 | 3.46471-207) | 001 | %5
4.55) : '
Hb-D 256
Los 40 | 14 wer- | M4 | 987 1 030 1197 | 095 | 637 | 000 | 316(508-158) | 0.00 | 5O
Angeles 4.25) ) )

Her popiilasyon i¢in bireylerin sayist (n), haplotip sayisi, bireyler arasindaki ortalama cift farkliligt (k), ayrim
konumlarimin sayisi (S), haplotip ¢esitliligi (h + standart sapma), niikleotid ¢esitliligi (m + standart sapma). Tajima'nin
D ve Fu'nin FS, karsilik gelen P-degeri ve her bir popiilasyon i¢in uyumsuzluk dagilim parametresi tahminleri. D
Tajima'nin D tahmin niifus genislemesi, Fs Fu'nun Fs tahmini niifus genislemesi. 7, 60 ve 01 icin degerler, sirastyla,
mutasyon zamaninin birimleri cinsinden ifade edilen, genislemenin yasi, genislemeden onceki niifus biiyiikligii ve
genislemeden sonraki niifus biiyiikliigiidiir. Anlamli; P < 0.05.

Tablo 4.15. Mismatch dagilimi test istatistiklerinin SSD ve rg degerleri; Arlequin
sonuglart.

Uygunluk testleri
Populasyonlar SSD SSD-P degeri rg P degeri
Normal pop. 0.0035 0.29 0.0227 0.54
Hb-D pop. 0.0030 0.57 0.0213 0.80

P (SSD), 1, 60 ve 01 parametreleriyle tanimlanan popiilasyonun demografik tarihi i¢in gdzlenen ve
uyumsuzluk dagilimi arasinda sans eseri daha az uyum saglama ihtimalidir.
SSD: kare sapmalarin toplami / rg: Harpending'in diizensizligi
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Tablo 4.16. Normal popiilasyondaki tiim lokuslar i¢in Hardy-Weinberg Esitligi (HWE)
testi; Arlequin sonuglari.

Lokus Genotip Goz. Bek. P- Standart Tekrar
sayisi Het. Het. degeri Sapma Sayisi
1 59 | 0.44068 | 049718 | 0.43522 | 0.00053 | 1001000
; 59 | 0.44068 | 0.50413 | 0.43454 | 0.00053 | 1001000
3 59 | 023729 | 0.26076 | 0.60500 | 0.00049 | 1001000
p 59 | 0.37283 | 0.44030 | 0.24873 | 0.00043 | 1001000
c 59 | 057627 | 0.50297 | 0.30386 | 0.00046 | 1001000
s 59 | 0.49153 | 0.40635 | 0.19169 | 0.00040 | 1001000
. 59 | 045763 | 0.42083 | 0.54780 | 0.00048 | 1001000

Her niifus i¢indeki her lokus i¢in HWE i¢in yapilan testler, Fisher'in kesin testine benzer bir HWE testi

kullanildi. P degerleri, Arlequin 3.5 yazilimi kullanilarak elde edildi.

Goz.Het .: Gozlemlenen heterozigotluk / Bek.Het .: Beklenen heterozigotluk

Tablo 4.17. Normal popiilasyondaki tiim lokuslar i¢in Hardy-Weinberg Esitligi (HWE)
testi; Power Marker sonuglari.

Lokus |ki-kare |ki-kare |ki-kare |LRT |LRT |LRT p- |exactp-
degeri |d.f. p-degeri |degeri |d.f. |degeri degeri
1 0.3335 1 05636 |0.3335| 1 0.5636 0.4378
2 0.8270 1 0.3632 |0.8289| 1 0.3626 0.3052
3 0.3989 1 0.5277 |0.3660 | 1 0.5452 0.6044
4 1.2586 1 0.2619 |1.2330| 1 0.2668 0.1303
5 1.4272 1 0.2322 |14339| 1 0.2311 0.2944
6 2.8547 1 0.0911 |3.1886| 1 0.0742 0.1059
7 0.5520 1 0.4575 |0.5693| 1 0.4505 0.3483

Her niifus igindeki her lokus icin HWE i¢in yapilan testler, Fisher'in kesin testine benzer bir HWE testi

kullanildi. P degerleri, Power Marker 3,25 yazilimi kullanilarak elde edildi.
LRT: Olasilik orani testi
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Tablo 4.18. Hb-D Los Angeles poiilasyonundaki tiim lokuslar i¢in Hardy-Weinberg
Esitligi (HWE) testi; Arlequin sonuglari.

Lokus Genotip | Goz. Bek. P- Standart Tekrar
sayisl Het. Het. degeri Sapma Sayisi
1 40 0.47500 | 0.49842 | 1.00000 | 0.00001 1001000
2 40 0.47500 | 0.49842 | 1.00000 | 0.00001 1001000
3 40 0.50000 | 0.44430 | 0.48953 | 0.00049 1001000
4 40 0.12500 | 0.11867 | 1.00000 | 0.00001 1001000
5 40 0.60000 | 0.47468 | 0.10553 | 0.00030 1001000
6 40 0.47500 | 0.36677 | 0.08208 | 0.00027 1001000
7 40 0.17500 | 0.16171 | 1.00000 | 0.00001 1001000

Her niifus icindeki her lokus icin HWE i¢in yapilan testler, Fisher'in kesin testine benzer bir HWE testi
kullanildi. P degerleri, Arlequin 3.5 yazilimi kullanilarak elde edildi.
Goz.Het .: Gozlemlenen heterozigotluk / Bek.Het .: Beklenen heterozigotluk

Tablo 4.19. Hb-D Los Angeles poiilasyonundaki tiim lokuslar i¢in Hardy-Weinberg
Esitligi (HWE) testi; Power marker sonuglari.

Lokus | ki-kare |ki-kare | Kki-kare LRT LRT | LRT p- | exactp-

degeri d.f. p-degeri degeri | d.f. | degeri degeri
1 0.0488 1 0.8252 0.0488 1 0.8252 1.0000
2 0.0488 1 0.8252 0.0488 1 0.8252 1.0000
3 0.7795 1 0.3773 0.8069 1 0.3690 0.4860
4 0.1778 1 0.6733 0.3336 1 0.5636 1.0000
5 3.1360 1 0.0766 3.2956 1 0.0695 0.0940
6 3.8807 1 0.0488 6.0176 1 0.0142 0.0750
7 0.3678 1 0.5442 0.6723 1 0.4123 1.0000

Her niifus i¢indeki her lokus i¢in HWE i¢in yapilan testler, Fisher'in exact testine benzer bir HWE testi
kullanild1. P degerleri, Power Marker 3,25 yazilimi kullanilarak elde edildi.

LRT: Olasilik orani testi
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Tablo 4.20. Her bir lokus i¢in normal popiilasyona ait allel frekans hesaplamalari,
Power Marker sonugclari.

Isaretleyici | Allel | Sayr | Frekans | Varyans s.d. |25%l.b.|97,5% u.b.
lokus 1 — 53 0.4492 | 0.00225437 [0.0475| 0.3729 0.5339
lokus 1 + 65 0.5508 | 0.00225437 | 0.0475| 0.4661 0.6271
lokus 2 — 60 0.5085 | 0.00236879 | 0.0487 | 0.4068 0.6017
lokus 2 + 58 0.4915 | 0.00236879 | 0.0487 | 0.3898 0.5847
lokus 3 — 100 0.8475 | 0.00118561 |0.0344 | 0.7712 0.9068
lokus 3 + 18 0.1525 | 0.00118561 | 0.0344 | 0.0932 0.2203
lokus 4 — 80 0.6780 | 0.00212047 | 0.0460 | 0.5847 0.7458
lokus 4 + 38 0.3220 | 0.00212047 | 0.0460 | 0.2458 0.4068
lokus 5 — 62 0.5254 | 0.00178451 | 0.0422 | 0.4322 0.5932
lokus 5 + 56 0.4746 | 0.00178451 |0.0422 | 0.3983 0.5678
lokus 6 — 33 0.2797 | 0.00133168 | 0.0365 | 0.2203 0.3475
lokus 6 + 85 0.7203 | 0.00133168 | 0.0365 | 0.6356 0.7797
lokus 7 — 35 0.2966 | 0.00159705 | 0.0400 | 0.2119 0.3559
lokus 7 + 83 0.7034 | 0.00159705 | 0.0400 | 0.6441 0.7797

s.d. : Standart sapma / Power Marker 3,25 yazilim1 kullanilarak veriler elde edilmistir

Tablo 4.21. Her bir lokus i¢in Hb D-Los Angeles popiilasyonuna ait allel frekans
hesaplamalar1; Power Marker sonuglari.

Isaretleyici| Allel | Sayr | Frekans | Varyans sd. |25% l.b. |97,5% u.b.
lokus 1 - 35 0.4375 | 0.00318359 | 0.0564 | 0.3125 0.5250
lokus 1 + 45 0.5625 | 0.00318359 | 0.0564 | 0.4625 0.6750
lokus 2 - 45 0.5625 | 0.00318359 | 0.0564 | 0.4500 0.6625
lokus 2 + 35 0.4375 | 0.00318359 | 0.0564 | 0.3375 0.5500
lokus 3 - 54 0.6750 | 0.00235938 | 0.0486 | 0.6000 0.7625
lokus 3 + 26 0.3250 | 0.00235938 | 0.0486 | 0.2250 0.3875
lokus 4 - 75 0.9375 | 0.00068359 | 0.0261 | 0.8875 0.9875
lokus 4 + 5 0.0625 | 0.00068359 |0.0261| 0.0125 0.1125
lokus 5 - 50 0.6250 | 0.00210938 | 0.0459 | 0.5250 0.7000
lokus 5 + 30 0.3750 | 0.00210938 |0.0459 | 0.2875 0.4625
lokus 6 - 19 0.2375 | 0.00155859 | 0.0395| 0.1500 0.3125
lokus 6 + 61 0.7625 | 0.00155859 | 0.0395| 0.6750 0.8375
lokus 7 - 7 0.0875 | 0.00090234 | 0.0300 | 0.0375 0.1625
lokus 7 + 73 0.9125 | 0.00090234 | 0.0300| 0.8375 0.9625
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Tablo 4.22. Her bir lokus i¢in normal popiilasyona ait allel ¢ifti frekans hesaplamalari,

Power Marker sonugclari.

Isaretleyici| Allel Normal
lokus 1 —— 0.2203
lokus 1 +— 0.4576
lokus 1 ++ 0.3220
lokus 2 —— 0.2881
lokus 2 +— 0.4407
lokus 2 ++ 0.2712
lokus 3 —— 0.7288
lokus 3 + — 0.2373
lokus 3 ++ 0.0339
lokus 4 —— 0.4915
lokus 4 +— 0.3729
lokus 4 ++ 0.1356
lokus 5 —— 0.2373
lokus 5 +— 0.5763
lokus 5 ++ 0.1864
lokus 6 —-— 0.0339
lokus 6 +— 0.4915
lokus 6 ++ 0.4746
lokus 7 —— 0.0678
lokus 7 +— 0.4576
lokus 7 ++ 0.4746
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Tablo 4.23. Her bir lokus i¢in Hb D-Los Angeles popiilasyonuna ait allel ¢ifti frekans
hesaplamalari; Power Marker sonuglari.

Isaretleyici| Allel Hb D-Los Angeles
lokus 1 —— 0.2000
lokus 1 +— 0.4750
lokus 1 + + 0.3250
lokus 2 —— 0.3250
lokus 2 +— 0.4750
lokus 2 + + 0.2000
lokus 3 —— 0.4250
lokus 3 +— 0.5000
lokus 3 + + 0.0750
lokus 4 —— 0.8750
lokus 4 +— 0.1250
lokus 5 —— 0.3250
lokus 5 k. 0.6000
lokus 5 + + 0.0750
lokus 6 +— 0.4750
lokus 6 + + 0.5250
lokus 7 +— 0.1750
lokus 7 7+ 0.8250
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Tablo 4.24. Popiilasyonlar i¢in Haplotip Egilim Regresyonu; Power Marker sonuglari.

Pencere Haplotip Frekans |Ortalama
lokus 1- lokus 2 ++ 0.0410 0.7477
lokus 1- lokus 2 +— 0.5145 0.5784
lokus 1- lokus 2 —+ 0.4287 0.6118
lokus 1- lokus 2 —— 0.0158 0.3436
lokus 2- lokus 3 ++ 0.2222 0.4091
lokus 2- lokus 3 +— 0.2475 0.8163
lokus 2- lokus 3 —— 0.5303 0.5714
lokus3- lokus 4 +— 0.2222 0.4091
lokus3- lokus 4 —+ 0.2172 0.8837
lokus3- lokus 4 —— 0.5606 0.5586
lokus 4- lokus 5 ++ 0.2172 0.8837
lokus 4- lokus 5 -+ 0.2172 0.4186
lokus 4- lokus 5 —— 0.5657 0.5536
lokus 5- lokus 6 ++ 0.2582 0.6647
lokus 5- lokus 6 +— 0.1762 0.6313
lokus 5- lokus 6 —+ 0.4792 0.5377
lokus 5- lokus 6 —— 0.0865 0.6413
lokus 6- lokus 7 ++ 0.5594 0.5066
lokus 6- lokus 7 +— 0.1780 0.8196
lokus 6- lokus 7 —+ 0.2285 0.5943
lokus 6- lokus 7 —— 0.0341 0.9054

Tablo 4.25. Popiilasyonlar i¢in Farklilik Testi; Power Marker sonuglari.

Isaretleyici| P-degeri

lokus 1 0.7745

lokus 2 0.4071

lokus3 0.0027

lokus 4 0.0000

lokus 5 0.1817

lokus 6 0.5137

lokus 7 0.0001

Toplam 0.0000
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5. TARTISMA

Gensel cesitliliklerin  tanimlanmasi, ¢esitliliklere neden olan parametrelerin
belirlenmesi ve islergelerinin ortaya ¢ikarilmasina yonelik arastirmalar son 50 yilda
birgok gensel arastirmanin temelini olusturmustur. Uzerinde calisilan genom bolgesinde
yer alan polimorfizm odaklarina dayali yiizde allel sikliklarinin belirlenmesi ve
degerlendirilmesi ge¢mise doniik gensel arastirmalar i¢in oldukca degerli sonuglar
iiretmektedir. Ornek olarak, HW Kkanunu allel sikligi parametresi kullanilarak,
popiilasyona 6zgli gen dagilimi gesitliliginin nesilden nesile kalitilabilecegini
hesaplamaktadir. ikinci olarak HW esitligi, bir genotip sikliginin bilinmesi ile baglantili
olan diger genotip ve heterozigotluk sikliklarin1 hesaplayabilmektedir. Popiilasyonlarin
gensel analizleri yapilirken, HW kanunu temelinde allel, homozigot ve heterozigot
sikliklarmin hesaplanmasi, iligki (association), baglanti (linkage), ayrim (segregation)
gibi tanimlarin yapilabilmesi, istatistik tabanli yazilim modellerinin yardimi ile
gerceklestirilmektedir (20).

Bu kapsamda, popiilasyonlarin haplotip analizi ile belirlenen allel sikliklarinin
ve haplotip c¢esitlerinin Arlequin ve Power Marker yazilimlari kullanilarak
kargilagtirmali analizinin yapilmasi, sonuglar agisindan olas1 farkliliklarin veya
uyumluluklarin tartisilmasi bu tez ¢alismasinin amacini olusturmaktadir.

Tez calismamizda elde edilen bulgular incelendiginde (Tablo 4.7 ve Tablo 4.8),
Arlequin ve Power Marker yazilimlari, her iki popiilasyonda da mutasyon ile iligkili
haplotip sikliklarin esit frekans oranlarina sahip bigimde hesaplamistir. Tablo 4.8’ de
gozlemlendigi lizere Power Marker yazilimi oransal olarak daha diisiik yiizdelere sahip
cok sayida (25 adet) haplotip ¢esidini igeren sonuglar saglamaktadir. Arlequin
yaziliminda 14 adet haplotip cesidi listelenmektedir. Bu durum bir istiinliik olarak
degerlendirilebilir ve popiilasyon i¢inde yer alan diisiik sikliktaki gensel gesitliligin
belirlenmesini saglamakta faydali olacagini diisiindiirmektedir. Tablo 4.9 ve Tablo 4.10
gdz Oniine alindiginda iki popiilasyon arasinda haplotip c¢esitliligi sayisinda ve
siralamasinda fark oldugu saptanmistir. Normal popiilasyon Arlequin tablosunda (Tablo
4.9) 4. ve 5. siralarda yer alan haplotip ¢esitleri, Power Marker tablosunda (Tablo 4.10)
daha diisiik sikliklarda yer almaktadir. Arlequin yazilimi kendi i¢inde olasiligr diisiik ve
odak cesitliligi benzer olan haplotipleri birlestirdigi i¢in s6z konusu farkliliklar ortaya

cikmaktadir. Arastirmanin amaci popiilasyonda yer alan diisiik frekansli haplotipleri
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belirlemek oldugunda, Arlequin yazilimmin gergeklestirdigi bu hesaplamanin
dezavantajli oldugu diisiiniilebilmektedir.

Arlequin mismatch dagilimi testi sonuglarina gére popiilasyonlara ait bulgular Tablo
4.13 ve 4.14° de sunulmaktadir. Popiilasyonun yasini hesaplamak i¢in kullanilan ve
mutasyonel zaman birimini ifade eden Tau degeri, 8y ve 01 degerleri iki popiilasyon i¢in
Arlequin tarafindan hesaplanmistir. Bulgulara gore, popiilasyonlar i¢in rg indekslerini
diisiik degerlerde ve SSD p-degerlerini > 0.05 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar her iki
popiilasyonun niifussal olarak ortak ge¢mise sahip oldugunu gostermektedir (28). Ek
olarak elde edilen verilerin unimodal dagilim gdstermesi, niifus artiglarinin her iki
popiilasyon i¢in de diizgiin ve herhangi bir niifus azalis1 veya gog¢ etkisinde kalmadan
degistigini gostermektedir. Arlequin yazilimindan elde edilen sonuglar her iki
popiilasyon i¢in SSD ve rg indeksi p degerini, p > 0.05 olarak gostermis ve dagilimlart
unimodal olarak belirlenmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Arlequin tarafindan sunulan tim
bu niifussal gelisme ve popiilasyon yasi hesaplamalari, Power Marker yazilimi
tarafindan hesaplanamamaktadir. Molekiilsel cesitlilik (Tablo 4.13) ve Mismatch
dagilim parametreleri (Tablo 4.14) dikkate alindiginda Arlequin yazilimi
popiilasyonlarin  tarihsel gelisim siireglerinin  belirlenmesinde 6nemli avantaj
saglayabilmektedir.

Her iki yazilimdan elde edilen haplotip analizi sonuglarina gore, iKi
popiilasyonda da odaklarin Hardy-Weinberg dengesinde (p > 0.05) oldugu saptanmistir
(bkz. Tablo 4.16, 4.17, 4.18 ve 4.19). Benzer olarak Hb D Los Angeles popiilasyonu 6.
odak p degerleri hem Arlequin hem de Power Marker sonuglarinda sinir degerlere
yaklagmaktadir (Tablo 4.18 ve 4.19). Power Marker sonuclarinda p degerindeki bu
azalmanin daha ¢ok sayida haplotip ¢esidi sunmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. HWE ve allel cesitlenmesi arasindaki iligki incelenen toplumdaki
kusaklar arasindaki allel dagiliminin belirlenmesi agisindan énemlidir. Bir allelin dogal
secilim, akraba evlilikleri veya popiilasyon disindan go¢ gibi baskilarin etkisinde
kalmasi bir sonraki kugsakta goriilme sikligini arttirir. Ancak popiilasyon bu etkilerden
bagimsiz gelisir ise sonraki kusaklarda allel dagilimlari rastgele diizenlenir. Sonug
olarak, etki altinda kalmadan gelisen popiilasyonlar i¢in Hardy-Weinberg dengesinde
oldugu ifade edilmektedir. Olgiilen ile beklenen heterozigotluk degerleri arasinda
anlamli bir farkin olmamasi “sifir hipotezi” (Ho) olarak ifade edilmektedir. Arlequin

yaziliminda sifir hipotezi, bu varsayimla kurulmustur. Power Marker yaziliminin
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Hardy-Weinberg denkligi sonuglarini birden fazla istatistiksel testle karsilagtirmasi
arastiricilar agisindan bir avantaj sunmaktadir.

Calismamizda her iki popiilasyonun haplotip analizi sonuglarina, Arlequin ve
Power Marker yazilimlar1 kullanilarak baglanti dengesizligi (Linkage Disequilibrium,
(LD)) testleri uygulanmistir (bkz. Tablo 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 45 ve 4.6). LD analizleri,
komsu genler ve iizerlerindeki polimorfik odaklarin sonraki nesiller boyunca bir arada
kalitilacag1r prensibine dayali olarak uygulanmaktadir. Olas1 baglantilar nedeni ile
sonraki nesilde yeni haplotipler veya rekombinant {irlinler ortaya ¢ikmamaktadir. Bu
olaya baglanti (linkage) adi verilir. Baglanti dengesizligi (LD) ise ayni kromozom
tizerinde ya da farkli iki kromozom {iizerinde yer alan iki ya da daha fazla gen
bolgesindeki allellerin rastlantisal olmayan ortak kalitilma ozellikleridir. Arlequin
yazilimi i¢in, LD sonuglarinin istatistiksel anlamlilik testi, Ki-Kare test istatistigi ile
gerceklestirilmektedir. Ki-Kare testinin sifir hipotezi “‘iki lokus arasinda LD vardir’’
seklinde ifade edilmektedir. Istatistiksel olarak p < 0.05 sart1 saglandiginda Ho hipotezi
kabul edilir. Calismamizdaki Arlequin yazilimi kullanilarak elde edilen baglanti
dengesizligi sonuglarina bakildiginda, allel giftleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
(p < 0.05, +) veya anlamsiz (p > 0.05) olmak tizere LD belirlenmistir (bkz. Tablo 4.2
ve 4.5). Ek olarak Arlequin yazilimi LD sonuglari her bir lokusu komsu lokus ve
komsu olmayan lokuslar ile karsilastirarak sunmaktadir. Ancak Power Marker
yaziliminda, LD sonuglari, sadece komsu lokuslar arasi baglantiy1 test etmektedir. LD
test istatistigl acgisindan degerlendirildiginde Arlequin yaziliminin hem kullandig: test
parametreleri hem de LD sonuglarini kolay anlagilir tablo bi¢ciminde sunmasindan
dolay1 daha kullanic1 dostu oldugu goriilmektedir.

Arlequin yazilimi uygulanarak elde edilen molekiilsel g¢esitlilik analizi
(AMOVA) sonuglarina gore iki popiilasyon arasinda % 4.27 (Fst = 0.0427, P < 0.05)
gensel farklilik ve popiilasyonlar iginde % 99 gensel ¢esitlilik oran1 saptanmistir (Tablo
4.11). Fst < 0.05 olarak belirlenmesi, karsilastirilan popiilasyonlarin gensel olarak ¢ok
benzer ve aralarinda yiiksek gen akisi parametresinin oldugunu gostermektedir. Bu
sonu¢ akrabalik dis1 ciftlesen (outcrossing) popiilasyonlarin ortak ozelligi olarak,
popiilasyon i¢i yliksek degerde gensel cesitlilik ve popiilasyonlar aras1 diisiik degerde
gensel farkliligi agiklamaktadir (42). Popiilasyonlar arasi yiiksek gen akisi (gene flow)
parametresi nedeni ile gensel farklilik azalmaktadir. Fiksasyon indeksleri (F-istatistigi)
bulgular1 dikkate alindiginda, genel Fis degeri -0.03415 olarak hesaplanmistir. Fis

degerinin istatistiksel olarak anlamli olmamasi (p > 0.05), popiilasyonlarin Hardy—
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Weinberg dengesinde oldugunu kanitlamaktadir (43). F\s degerine gore popiilasyonlarin
HW dengesinde olmasi popiilasyonlarda rastgele ¢iftlesme (random mating) olgusunun
hakim oldugu sonucunu gostermektedir. Ek olarak Fir (Fir = 0.00996, p > 0.05)
degerinin sifira yakin olarak hesaplanmasi ve istatistiksel olarak anlamli olmamasi,
popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu yani gensel siiriiklenme
olaymin olmadigini ifade etmektedir. AMOVA test istatistigi Power Marker yazilimi
sonuclar1 g6z oniine alindiginda (Tablo 4.12 ve Tablo 4.13), iki popiilasyon arasinda %
2.59 oraninda gensel farklilik belirlenmistir. Gozlenen % 1.68 oranindaki diistik fark
yine Power Marker yaziliminin haplotip ¢esitliligi agisindan Arlequin yazilimina gore
daha fazla sayida haplotip tiirii sunmasindan kaynaklanmaktadir. Farkli olarak Power
Marker yazilimi, her bir lokus icin F istatistigi parametrelerini hesaplarken (Tablo 4.13),
Fis ve Fir gibi istatistiksel parametreleri hesaplamamaktadir.

Son olarak Tablo 4.20 - Tablo 4.25 arasindaki istatistiksel parametreler dikkate
alindiginda elde edilen sonuglarin hepsinin Power Marker yazilimi ile iretildigi
goriilmektedir. Her bir lokus i¢in her iki popiilasyona ait allel frekans hesaplamalari,
allel cifti frekans hesaplamalari, haplotip egilim regresyonu, ve farklilik testi gibi
parametreler Power Marker yazilimma ozgii testler olarak sunulmaktadir. Bu test
sonuglari incelendiginde haplotip ¢esidi odaklarinin olusumunda ayrintili sonuglar elde
edilebilmektedir. Her lokus igin elde edilen bu sonuglar Arlequin yazilimina gore

oldukca ayritili olarak sunulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiim bu degerlendirmeler 151¢inda, karsilastirdigimiz iki farkli biyoinformatik
analiz yazilimlarindan elde edilen bulgular ile yazilimlarin birbirlerine gore iistiinliik ve
eksiklikleri sunulmaktadir. Buna gore Power Marker yazilimi, veri girisi agisindan
sagladigi kullanict dostu destekle Arlequin yazilimina istiinliik saglamaktadir. Bununla
beraber Power Marker ozellikle haplotip cesitliligi ve buna baglh istatistiksel
parametrelerde bariz bir sekilde daha verimli sonuglar {iretmektedir. Ancak Power
Marker yazilimi, analiz listesinde bulunan bazi testleri gerceklestirebilmek icin birkag
diger yazilimin destegine ihtiya¢ duymaktadir. Diger yandan Arlequin yazilimi ise
popiilasyonun niifussal biiylimesi, popiilasyon yasi tahmini ve AMOVA gibi
poplilasyonlar aras1 farklilik testlerinde daha anlasilir sonucglar sunmaktadir. Ek olarak,
Arlequin tiim testlerini kendi i¢inde gerceklestirebilen tek yazilim paketi ile iicretsiz
olarak  internet ortaminda  sunulmaktadir. Kullanom  kolayligit  acisindan
degerlendirildiginde literatiirde yer alan arastirmalarda ¢ok sik kullanilmasi sonucunda,
test istatistikleri ¢esitlerinin ve o6rneklerinin bulunmasi nedeni ile Arlequin yaziliminin
daha tercih edilir oldugu diisliniilmektedir. Caligmamizin tartisma boliimiinde ifade
edildigi lizere, her iki programin igeriginde yer alan ortak istatistiksel testlerin sonuglari
uyumluluk gostermektedir. Ozellikle haplotip cesitliligi ve sikliklarmn ifade edildigi
sonuglarin her iki yazilimda da uyumlu olmasi glivenilirlik agisindan yeterli olduklarini
gostermektedir. Her bir odak i¢in her iki popiilasyona ait allel frekans hesaplamalari,
allel cifti frekans hesaplamalari, haplotip egilim regresyonu, ve farklilik testi gibi
parametreleri kullanilarak baglanti aga¢ goOsterimi sunabilen Power Marker yazilimi,
baglantisal gensel veri analizi yapacak olan arastiricilar i¢in tercih edilebilir olmasini
saglayabilmektedir. Ornek sayisi yiiksek olan popiilasyon galigmalari i¢in Excel ve
word formatlarinda veri girisini gergeklestirebilen Power Marker yazilimi, arastiricilar
tarafindan tercih edilebilir avantajlar tagimaktadir. Karsilagtirilan yazilimlarin erigime
acik olan kullanici kilavuzlari degerlendirildiginde, Arlequin kilavuz igeriginin, test
istatistiklerini ayrintili agiklamasi, icinde yer alan referans kaynaklarin bilimsel
zenginligi, ornek veri girisi tablolar1 sunmasi ve kilavuzun gilincellenme sikliginin

yiiksek olmas1 gibi nedenlerle daha kolay ve anlasilir oldugu diisiintilmektedir.
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Sonug olarak, tez ¢alismamizda sunulan bulgularin biyoinformatik ve gensel
veri kullanarak yapilan ¢aligmalarda arastiricilarin - uygun yazilim tercihleri

yapabilmeleri i¢in degerli katkilar saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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13 Nisan 2013 tarih ve 28617 sayi ile TC Resmi Gazetede yayinlanan “ Klinik
arastirmalar hakkinda yonetmelik’ in 1. Fikrast (bu yonetmelik, biyoyararlanim ve
biyoesdegerlilik calismalari dahil, ruhsat veya izin alinmamis olsa dahi insanlar
lizerinde yapilacak olan ilag, tibbi ve biyolojik iiriinler ile bitkisel iirlinlerin klinik
arastirmalar1, klinik arastirma yerlerinin ve bu aragtirmalar1 gerceklestirecek gercek
veya tiizel kisileri kapsar.) geregince bu ¢alismanin, bir klinik arastirma olmamasi ve
yayinlanmig gensel verilerin istatistiksel analizlerinin yapilmasi sebebiyle etik kurul

onay1 alinmamustir.
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