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1. Giris ve Amac¢
80’11 yillardan itibaren yapilan DNA (Deoksiriboniikleik Asit) analizleri, adli alanda yeni
bir donemi baslatmistir. Adli amagli DNA testlerinin gelismesi ile akrabalik iliskilerinin
belirlenmesi ve tecaviiz, cinayet, hirsizlik gibi adli olgularda olay yerinde bulunan biyolojik
delillerden yararlanarak faile ulasilabilmektedir (1,2). Biyolojik materyallerden elde edilen

DNA profilleri sayesinde siipheli sahislar ile olay yeri iliskilendirilebilmektedir.

Son 20 senedir adli kimliklendirmede yaygin olarak STR (Kisa ardisik tekrarlar-Short
Tandem Repeats) lokuslar1 kullanilmaktadir (3,4). STR lokuslar: giiniimiizde laboratuvarlarda
halen kullanilmakla birlikte, olay yerinden gelen degrade biyolojik Orneklerde tipleme
sorunlar1 yasanmakta, bircok kez karsilastirmaya yetecek tipleme sonuglar1 alinamamaktadir.
Bu sorunu ¢ozmek amaciyla degrade 6rneklerde dahi tipleme imkani veren kisa DNA dizisine
sahip mini STR’ler kullanilmaktadir (5). Son yillarda ise ayn1 amagla DNA iizerinde ¢ok az
yer kaplayan SNP (Single Nucleotide Polymorhism-Tek niikleotid polimorfizmi) ve InDel
(Insersiyon- Delesyon) polimorfizmi gibi farkli DNA polimorfizm arastirmalar1 yapilmaktadir
(2,6,7). Ciinkii InDel ve SNP lokuslar1 DNA iizerinde ¢ok az yer kaplamaktadir.

InDel, genomdaki niikleotid veya niikleotidlerin, eklenmesi ve/veya ¢ikarilmasi sonucu
olusan polimorfizm ¢esididir. Popiilasyon ve kimliklendirme caligmalarinda InDel’lerin
kullanirmmim en biliylik nedeni; SNP ve STR’lerin ozelliklerinin bir¢ogunun InDel’de
bulunmasi, ayrim giicleri ve heterozigotluk oranlarinin yiiksek olmasidir (8,9). Ayrica
popiilasyonlar arasinda iyi bir ayrim sagladigi i¢in 6zellikle biyocografik soy arastirmalarinda
ve kimliklendirme ¢alismalarinda tercih edilmektedir (9-11).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda otozomal InDel’ler ile ilgili ¢esitli ¢aligmalar
bulunmasina ragmen, gonozomal InDel’lerle ilgili pek ¢aligma bulunmamaktadir. Her iki
cinsiyette bulunan X kromozomundaki InDel lokuslar1 kullanilarak ¢esitli olgularin

¢oziimiinde kullanilmaktadir. Adli kimliklendirmede kullanilmak {izere arastirilan tiim



polimorfik sistemlerin olgu aydinlatmada kullanilabilmeleri i¢in 6ncelikle her lokusun ilgili

toplumdaki gen sikliklarinin ve dagilimlarinin bilinmesi gerekir.

Bu tez ¢aligmasinin amaci; yeni gelistirilen X kromozomu iizerinde bulunan 22 InDel
lokusunun (rs2307557, rs67705557, rs72434864, rs59400186, rs2307741, rs16367,
rs2307762, rs16368, rs16632, rs16680, rs25581, rs16397, rs3048996, rs25582, rs11297248,
rs199639085, rs2308280, rs71948836, rs397825417, rs16460, rs62954660, rs67588758)
Tiurkiye’deki gen siklig1 belirlenerek {tilkemizdeki adli laboratuvarlarda kullanimini

saglamaktir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Molekiiler Genetikten Adli Genetige Gegis

2.1.1. DNA’nin kesfi

1800’1 yillardan itibaren genlerin ve yapilarinin anlagilmasi i¢in genetik (kalitim) tizerine
yapilan ¢alismalar ile 1869 yilinda DNA, Isvecli bilim adami Friedrich Miescher tarafindan,
ilk kez izole edilmistir. Kan hiicrelerinden fosforca zengin bir yap1 izole etmis ve bu yapiya
“niiklein” admi vermistir (12). 1910 yilinda Amerikali zoolog Thomas Hunt Morgan sirke
sinekleri ile yaptig1 ¢aligmalarda genlerin kromozomlarin tizerinde oldugunu bulmustur (13).
Kanadal: bilim adamlar1 Oswald Avery, Colin MacLeod, Maclyn McCarty ve Ingiliz doktor
Frederick Griffith bakteriler ile yaptiklart deneyler sonucunda kalitsal materyalin DNA
oldugunu kesfetmislerdir (14). 1952 yilinda Alfred Hershey ve Martha Chase’in bakteriyofaj
(T2 faj) ile yaptiklar1 deneyle DNA'nin genetik materyal oldugu kesin olarak kanitlanmistir
(15). 1953°te DNA’nin fiziksel ve kimyasal yapisi (sekil 1) James Watson, Francis Crick,

Maurice Wilkins, Erwin Chargaff ve Rosalind Franklin tarafindan kesfedilmistir (16).

ikili sarmal yapi f H

Sekil 1: DNA'nimn yapisi (17)



2.1.2. Adli genetikte DNA’nin yeri

20. yiizyiln sonlarina dogru molekiiler genetik alanindaki geligmeler, insan genomu
iizerinde bulunan polimorfik 6zelliklerin direkt olarak DNA tabanli arastirilmasina olanak
tanimistir. Bu da adli amagli DNA analizlerinin temelini olusturmustur. Adli DNA analizleri,
diglama {izerine kurulmustur. Olay yerinden ve siipheliden alinan biyolojik delillerden DNA
profilleri elde edilir ve karsilastirilir. DNA’nmn %99,9’luk kismi tiim bireylerde aynidir ve
%0,1°lik kism1 bireyler arasinda farklilik gostermektedir. Adli olgularda tiim genomun analiz
edilmesi miimkiin degildir. Onun i¢in her bir polimorfik lokusun toplumda hangi siklikta ve
ne sekilde goriildiigiinii bilmemiz gerekir. Buna gore iki DNA profilinin ayni kisiye ait olup

olmadig1 sdylenebilir (18).

2.2. Gen Mutasyonu

Gende veya kromozomda, kendiliginden veya ¢esitli etkenlerle meydana gelen kalitsal
degisikliklere “mutasyon” denir. Bir genin mutasyonu sonucunda ilgili gen i¢in yeni bir alel
olusturulur. Ayni genin ikinci kez ve ilkinden farkli bir mutasyonu daha gerceklesecek olursa
yeni bir alel daha meydana gelir ve boylece aymi karakter igin ¢ok alellik (multiple allelic)
gergeklesir. Bu da ¢esitlilige neden olur. Tripletlerden (kodonlardan) meydana gelen genetik
sifrelerde goriilebilecek bir degisiklik ile kodonlar tarafindan kodlanan aminoasitlerde
(sonlandirma kodonlar1 harig), hasara neden olabilir; dolayisiyla aminoasitlerin islevlerini
yerine getirmelerine engel olabilir. Genlerin ifade edilmesini engelleyen, translasyonun

zamanindan once sonlanmasini saglayan g¢esitli gen mutasyonlari vardir (19).



2.2.1. Baz degisimi (nokta) mutasyonlari
Eger bir nokta mutasyonu gamette ya da gamet olusturan bir hiicrede ortaya ¢ikarsa bu
mutasyon yeni bireylere ve gelecek nesillere aktarilabilir. Eger mutasyon fenotipi olumsuz

yonde etkilerse bu durum bir kalitsal bozukluk olarak adlandirilir (20).

Niikleotidlerdeki baz degisimleri iki sekilde goriilebilmektedir. Pirimidin (timin, sitozin)
baz1 bir pirimidin baziyla veya piirin (adenin, guanin) bazi bir piirin baziyla yer degistirirse
karsihkh gecis (transisyon) mutasyonu olusur. Bir pirimidin bazi, bir piirin ile yer

degistirirse ¢capraz gecis (transversiyon) mutasyonu olusur (sekil 2)(19).

Transversiyon

Adenin Sitozin

Transisyon Transisyon

Guanin Timin

Transversivon

Sekil 2: Transisyon ve transversiyon mutasyonlar1 semasi (21)

2.2.2. Sessiz, yanhs anlamh ve anlamsiz mutasyonlar
DNA iizerinde gergeklesen degisikliklerin ¢ogu mutasyon olarak kabul gorse de, fenotip
tizerinde gozle goriiniir degisiklige neden olmayan mutasyonlar da bulunmaktadir. Bu tarz
mutasyonlar genin ifade edilmesini etkilemedikleri i¢in sessiz mutasyon (silent mutation)
olarak adlandirilir (sekil 3). Genin aminoasite terciime edilmeyen “intron” adi verilen

bolgesinde baz degisiminin meydana gelmesi de sessiz mutasyona neden olur (19).

Kodonlarin anlamlarmnin  degismesine ve dogru anlamda olmayan aminoasiti
kodlamalarma neden olan nokta mutasyonlara yanhs anlamh mutasyon (missense

mutation) denir (sekil 3)(19). Bu mutasyonlar ¢ogunlukla hiicre fonksiyonunu bozan,



kullanigsiz ya da daha diisiik aktiviteli bir proteinin yapimina neden olarak zararli etki gosterir

(20).

Cogu zaman gen mutasyonlart aminoasit kodlayan kodonun, dur anlamina gelen tgli
niikleotid gruplara (UGA, UAA, UAG) doniismesine ve dur sinyali vermesine neden
olabilmektedir. Bu tip mutasyona anlamsiz mutasyon (nonsense mutation) denir (sekil
3)(19). Anlamsiz mutasyonun gen dizisinde baslangic kisminda veya orta kisimlarinda
meydana gelmesiyle, translasyon zamanindan Once sonlanacak ve zincirin erken
sonlanmasina neden olacaktir. Bagka bir deyisle, protein molekiiliiniin sadece bir kisminin

sentezlenmesine neden olacaktir. Bu sekilde tiretilen protein islevsel degildir (19, 20).

Baslangic

o (FAYT— Oy o @
Sessiz Mutasyon
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Yanhis Anlaml Mutasyon
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Sekil 3: Sessiz, yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonun semasi (22)

2.2.3. Cerceve kaymasi mutasyonlar
DNA’daki bazlara bir ya da daha fazla, ii¢ ve li¢iin katlarinda olmayan sayida niikleotidin
insersiyonu (eklenme) ve delesyonlar1 (¢ikarilma) sonucunda kodonlarin degismesine yol
acan mutasyonlara ¢er¢eve kaymasi mutasyonlar1 (frame-shift mutations) adi verilir (sekil
4)(19). Bu mutasyon, gen dizisinin sonuna yakin bir bolgede gerceklesmezse islevsel olmayan

bir protein iiretilecektir (20).
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Sekil 4: Cergeve kaymas1 mutasyonu (23)

2.3. Genetik Polimorfizm

Bireyler arasindaki fenotipik degisikligin kii¢iik bir kismi, mutasyon olarak adlandirilan,
niikleotidlerdeki kalic1 olabilen ve kalitilabilen degisikliklerden kaynaklanir. Bir genin, bir
ve/veya iki alelinde meydana gelen mutasyonlarla, gene bagh hasarlar goriiliir. Ancak bir
gende mutasyonun var olmasi ve bu mutasyonun kiside fenotipik degisiklige neden olmasi bu
mutasyonun diger nesillere aktarilacagi veya toplumda goriilme sikligmin yiiksek oldugunu
gostermez. Genomda meydana gelen bir degisiklik genel olarak popiilasyonda bir farkliliga
neden oluyorsa s6z konusu degisim mutasyon degildir. Bu noktadan sonra “polimorfizm”den
sOz etmeye basliyoruz demektir (24). Polimorfizm, alellerin %1'den daha ytiksek bir frekansta
gortildiigi bir lokusta, ¢oklu alellerin olusumu olarak tanimlanir. Polimorfizmi mutasyondan
ayiran goriilme sikligindaki bu farktir (25). Mutasyonlar canlilarin tireme potansiyellerini ve
canliliklarini - siirdiirebilmelerini dogrudan etkilediginden toplumdaki goriilme sikliklari
polimorfizme gore daha azdir (26). DNA polimorfizmleri genlerin protein kodlayan (ekzon)

ya da kodlamayan (intron) bolgelerinde goriilir ve Mendel kurallarma uygun sekilde



kalitilirlar (20,25). Genomun yaklasik % 23’i kodlanmayan bdlgeden, % 1,5’u kodlama

yapan ve diizenleyici bolgeden, % 9’u ise tekrar dizilerinden olusmaktadir (27).

Genetik polimorfizmler ikiye ayrilir. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ve insersiyon-
delesyon polimorfizmi (InDel) igeren dizi polimorfizmleri ve minisatalit (VNTR) ve
mikrosatalitleri (STR) igeren uzunluk polimorfizmleridir (27-30). Bu genetik isaretlerin adli
genetikte kimliklendirme amacli kullanilabilmeleri i¢in popiilasyonda goriilme sikliklarmin
arastirilmasi gerekir. Gen sikliklari, mutasyon ve dogal seleksiyon gibi nedenlerle degisiklige

ugrayabilir (28).

2.4. Adli Genetikteki Gelismeler ve Polimorfizm Sistemleri

2.4.1. HLA (insan Lékosit Antijeni-Human Leukocyte Antigen) sistemi
Biyolojik 6rnekler adli olgu aydmlatilmasinda ilk kez, 1901 yilinda Karl Landsteiner
tarafindan kesfedilen, insan kan gruplari (ABO antijenleri) kullanilmigtir. 1955°te serum
proteinlerinde genetik polimorfizmler tanimlanmistir. Bunlar1 eritrosit enzimindeki
polimorfizmler ve l6kositlerde bulunan HLA (insan Lokosit Antijeni- Human Leukocyte
Antigen) sistemi izlemistir. HLA, yiiksek derecede polimorfik olup 4.000'den fazla aleli

tanimlanmistir (29).

2.4.2. VNTR ( Degisken sayida ardisik tekrarlar-Variable Number Tandem
Repeats)

Adli genetikte DNA analizleri, ilk olarak 1984 yilinda RFLP (Smirlandirilmis parca
uzunluk polimorfizmi-Restriction Fragment Length Polymorphism) ydntemine dayali
minisatalit (VNTRs- Degisken sayida ardisik tekrarlar- VVariable Number Tandem Repeats) ile
basladiysa da olduk¢a kisa siire kullanildi. DNA parmak izi (DNA fingerprint) olarak

adlandirilan bu yontem ilk olarak 1985 yilinda Alec Jeffreys tarafindan kullanilmaya baslandi.


https://eksisozluk.com/?q=human+leukocyte+antigen
https://eksisozluk.com/?q=human+leukocyte+antigen
https://eksisozluk.com/?q=human+leukocyte+antigen

[k olarak, bir gocugun aile iiyesi oldugunu gostermek icin kullanilmis ve DNA’nin dislama

disinda da kullanilabilecegi gosterilmistir (1,30).

VNTR’ler 6-100 bg (baz c¢ifti)’lik (1 kb (kilobaz)= 1000 bg) tekrarlardir. Bunlarin

kromozom igerisindeki dagilimi esit degildir ve biiylik kismi, yaklasik % 80’1, telomere yakin

bolgelere konumlanmistir (24,27). Cok sayida farkli uzunlukta alele sahip olduklarindan

bireyleri birbirinden ayirt etme giicleri yiiksektir (sekil 5). Degisken sayida ardisik tekrarlar,

adli vakalarda DNA profillemesinde kullanilan ilk polimorfizm ¢esididir. Uzun amplikonlara

sahip olduklar i¢in analizlerinde PCR asamasi yerine, DNA‘nin restriksiyon endoniikleaz

enzimleriyle kesiminin ardindan, Southern blot teknigi kullanilir (RFLP). Yiiksek kalitede ve

biiylik miktardaki DNA ile ¢alisildiginda basarili tiplendirme yapilabilindigi i¢in yerini kisa

ardigik tekrarlar (STR) almustir (1,4).
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Sekil 5: VNTR (31)
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yontemi kesfedildi. Bu yontemin en biiyiik avantaji, az miktardaki DNA ile analiz

yapilabilmesidir. DNA iizerinde, istenilen

edilebilmektedir (1,30).
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2.4.3. STR (Kisa ardisik tekrarlar-Short Tandem Repeats)

1991 yilinda DNA’da daha az yer kaplayan ve g¢evresel faktorlerden daha az etkilenen
STR (Kisa ardisik tekrarlar- Short Tandem Repeats) lokuslar1 ¢alisiimaya baglandi (32,33).
2-6 bg’lik birimlerin ardigik tekrar etmesiyle olusmuslardir. Bireyden bireye degisen tekrar
sayilarindaki farkliliklar polimorfizm olarak adlandirilir (sekil 6). Ortalama olarak 6 kb’da bir
STR lokusu bulunmaktadir. Yiiksek mutasyon oranma sahiptirler. Amplikon uzunluklar
genellikle 100-400 bg arasindadir. Degrade DNA orneklerinin uzunluklari 200 b¢’nden daha

kisadir. Bu nedenle degrade 6rneklerde tiplendirilmeleri zordur (24,34).

STR 8 tekrar I

A kigisi CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGACTAG
B kisisi CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGA
C kigisi CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGA
D kigisi CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGAC

9 tekrar |

10 tekrar

Sekil 6: STR (35)

Bu gelismeler ile DNA analizi tekniklerinin yetersizligi nedeniyle uzun yillar cezaevinde
kalan masumlarin beraat etmesi i¢in, 1992 yilinda Masumiyet Projesi (Innocence Project)

ortaya ¢ikmistir (36).

2.4.4. SNP (Tek niikleotid polimorfizmi-Single Nucleotide Polymorphism)
Temelleri 1980°li yillarin baglarinda atilmis olan Insan Genom Projesi-iIGP (Human
Genome Project-HGP) ile, 1990-2003 yillar1 arasinda gergeklestirilen, sayist ve kimligi gizli
tutulan goniilliilerden alinan Orneklerden insan genomunun tiimii dizilenmistir (37). Bu

projenin en biiyiik getirilerinden biri de SNP (Tek niikleotid polimorfizmi- Single Nucleotide
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Polymorphism) lokuslarinin kesfedilmesidir. Bu kesifle adli kimliklendirme ile ilgili

calismalar farkli bir boyut kazanmistir.

Proteinin islevini etkileyen SNP’ler DNA’nin kodlayan bdlgelerinde yer alirlar. Ancak
¢ogu SNP’nin fenotip tizerine etkisi bulunmamaktadir. Bu tarz SNP’ler “nétr SNP” olarak
adlandirilirlar. DNA’da kodlama yapan bdlgede goriilme sikligi 1-3 kb, kodlama yapmayan
bolgede goriilme sikhigr 0.5-1 kb’dir (24,26). En sik goriilen polimorfizm tipidir (Sekil 7).
Insan genomunda yaklasik olarak 3-10 milyon arasmda SNP varyanti oldugu tahmin
edilmektedir (38). Adenin ve guanin insanlarda en ¢ok gozlemlenen tek niikleotid degisimidir
(26). SNP’nin analizinde ¢ok basamakli prosediire ihtiya¢ vardir (39). SNP’ler, STR’ye gore

daha diisiik mutasyon oranina ve daha kisa amplikonlara sahiptir.

A kisisi C kisisi
Kromozom2 + » « CGATATTCCTATCGAATGTC. .. Kromozom2 . « . CGATATTCCTATCGAATGTC. ..
Kopyal . . . GCTATAAGGATAGCTTACAG. .. Kopyal , , . GCTATAAGGATAGCTTACAG. .
kromozom2 * + + CGATATTCCCATCGAATGTC. .. Kromozom2 « « - CGATATTCCCATCGAATGTC. ..
Kopya2 + « « GCTATAAGGGTAGCTTACAG. .. Kopya2 , ., . GCTATAAGGGTAGCTTACAG. ..
B kisisi SNP D kisisi
Kromozom2 « « « CGATATTCCCATCGAATGTC... Kromozom2...CGATATTCCCATCGAATGTC. ..
Kopyal , , . GCTATAAGGGTAGCTTACAG. .. Kopyal , , ,GCTATAAGGGTAGCTTACAG. ..
Kromozom2 « « « CGATATTCCCATCGAATGTC. .. Kromozom2...CGATATTCCTATCGAATGTC...
Kopya2 , , ,GCTATAAGGGTAGCTTACAG. .. Kopya2, , ,GCTATAAGGATAGCTTACAG..

Sekil 7: SNP (40)

Orneklerin azlig1 ve eski DNA teknolojileriyle analizlerin sonug vermemesi nedeniyle
¢ozillemeyen adli vakalar, yeni DNA teknolojileriyle ¢oziilmeye baglanmistir (Tablo I).
Son yillarda adli genetikte STR ve SNP’ye ek olarak InDel (insersiyon-delesyon)

polimorfizmi de kullanilmaya baslanmuistir.



Tablo 1. Adli DNA analizlerindeki baz1 gelismeler

1901,

HLA SISTEMI

]
,,:{[ 1980, RFLP —
,—( 1984, VNTR —
,—[ 1985, DNA PARMAK iZi —
,—{ 1985, PCR —
,—[ 1986, DNA PROFILLEMESI —
,—{ 1991, STR ]
,—[ 1992, MASUMIYET PROJESI ]
,—{ 2000, SNP —
,—[ 2002, INDEL —
,—{ 2003, INSAN GENOM PROJESI —

2.4.5. InDel (Insersiyon-Delesyon) polimorfizmi

12

Insersiyon (ekleme), bir ya da daha fazla sayida niikleotid ¢iftinin bir gene ilave

edilmesiyle ortaya ¢ikan mutasyondur. Niikleotid eklenen gen, protein kodlayan bir gen ise

aminoasit dizilimi degisecegi igin ortaya ¢ikan protein islevini kaybedecektir (4, 35).

Insersiyonun olusumu Sekil 8’de gosterilmistir.

Insersiyon oncesi
kromozom

Insersiyon sonrasi

kromozom

E
Eklenecek -
bolge

Sekil 8: Insersiyonun olusumu (41)

Eklenen
bolge
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Delesyon (¢ikarilma, eksilme), bir genden bir ya da daha fazla sayida niikleotid ¢iftinin
mutasyonal kaybidir. Gen eger protein kodlayan bir gen ise proteinin aminoasit dizisinde de
degisim olacagindan insersiyondaki gibi protein islevini yitirecektir (4, 35). Delesyonun
olusumu Sekil 9°da gosterilmistir.

Delesyon Delesyon

Oncesi sonrasl
kromozom kromozom

Cikarilacak
bolge

Sekil 9: Delesyonun olusumu (42)

InDel, genomdaki bir veya birkag¢ niikleotidin eklenmesi ve/veya ¢ikarilmasi sonucu
olusan polimorfizm ¢esididir. Weber ve arkadaslar1 2002 yilinda yaklasik 2.000 dialelik InDel
polimorfizmini tanimlayarak 4 popiilasyon grubunu (Avrupalilar, Afrikalilar, Japonlar,

Amerikan Yerlileri) ¢alisarak alel frekanslarini belirlemislerdir (43).

InDel’lerde multialelik (¢oklu alelik) olabildigi gibi sadece dialelik (ikili alelik) de s6z
konusu olabilmektedir. InDel’ler insandaki tiim dizi polimorfizmlerinin %16 ile %25’ini
olugturmaktadir. Bunlarin % 8’i dialeliktir (43,44). Mills ve arkadaglar1 2006 yilinda
yaptiklari1 ¢aligmayla genomda 7.2 kb’da bir InDel polimorfizmi goriildiigiinii ve InDel’lerin,
SNP’den sonra genomda en sik rastlanan ikinci polimorfizim sekli oldugunu bildirmislerdir
(9,45). Dialelik igceren fragmanin uzunlugu, bir b¢ olabilecegi gibi yiizlerce kb¢ de olabilir.
InDel’lerin amplikon uzunluklar1 70-250 bg arasindadir (43,44). Az miktarda ve degrade olan

biyolojik orneklerden basarili DNA profilleri elde edilebilmektedir. SNP’lere gore daha az
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maliyetle ve kisa zamanda genotipleme yapilabilir. STR’lerin aksine diisiik mutasyon oranina

sahiptirler. Karisik (mixture) DNA’nin analizi STR’lere kiyasla daha kolaydir (33,39,44).

InDel’lerin genomda ¢ok sayida bulunmasi ve kolay analiz edilmesi, InDel’lerin adli
DNA analizleri i¢in elverisli hale getirmektedir (33). Ayrim giigleri ve heterozigotluk oranlari
yiiksektir (46). Alel frekanslar1 cografik olarak ayrilmis popiilasyon gruplari arasinda farklilik
gostermektedir (33). InDel’ler biyojeografik soy, etnik karigimlar, antropoloji ve popiilasyon
belirleme ¢aligmalar1 da dahil olmak iizere popiilasyon genetiginde de kullanilabilir (44,47).
Biyocografik soy arastirmalarinda ve toplu dliimlerde kimliklendirmede son yillarda tercih
edilmektedir (9, 33). Elektroforez sonrasi analizde artefakt pik (stutter peak) gériilmez. Birgok
InDel lokusunu tek reaksiyonda multipleks (¢oklu) olarak calisilabilme kapasitesi yiiksektir

(44).

2.5. X Kromozomu ve InDel Polimorfizmi

Insanlarm X ve Y olmak iizere iki cinsiyet kromozomu vardir. Kadinlarm hiicrelerinde iki
X kromozomu vardwr. Erkeklerde ise hiicrelerinde X ve Y kromozomlar1 bulunur. Yumurta
hiicrelerinin hepsi bir X kromozomu igerirken, sperm hiicreleri bir X veya bir Y kromozomu

icerir(48,49).
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Sekil 10: X kromozomu diyagrami (49)

X kromozomu yaklagik 155 milyon DNA baz ¢iftini kapsar ve hiicrelerdeki toplam
DNA'nin yaklasik %5'ini temsil eder (Sekil 10). Protein sentezi 800-1.400 gen tarafindan

yapilmaktadir (48,49).
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InDel’ler hem otozomal (somatik) hem de gonozomal (cinsiyet) kromozomlar iizerinde
bulunmaktadir. X kromozomu, karakteristik 6zelliklerinden dolay1 popiilasyon genetigi ve
adli genetik ¢aligmalarinda Oonem kazanmustir. Her jenerasyonda, her iki cinsiyette de

bulunup, erkeklerde hemizigottur.

X’e bagl InDel’ler kullanilarak 6zellikle baba ve kiz ¢ocugu arasindaki iliskilerin
belirlenmesinde  kullanilabilir. 1ki kiz kardesin aym babadan olup olmadiginin
belirlenmesinde, ensest olgularinda ve babanin hayatta olmadigi veya bulunmadigi
durumlarda; babaanne-kiz ¢ocugu arasindaki gegisten yararlanarak babalik belirlenmesi

yapilabilmektedir (9, 33,50).

2.6. Popiilasyon Genetigi

2.6.1. Popiilasyon genetigi ile ilgili baz1 kavramlar
Popiilasyon, ayni tiire ait bireylerden olusmus belirli bir alanda bulunan bir gruptur. Tiir
ise, bireyleri dogal yollarla kendi igerisinde eslesme yetenegine sahip ve verimli yavrular

meydana getiren bir popiilasyon grubudur.

Alel, bir lokustaki DNA dizisinin, genin, alternatif versiyonuna denir. Bir
popiilasyondaki genlerin toplam miktarina o popiilasyonun gen havuzu adi verilir. Bu
popiilasyonda tiim gen lokuslarindaki biitiin aleller bulunur. Canlinin goriiniir 6zelliklerine

fenotip, genetik yapisina ise genotip denir.

Varyasyon, ayni tiiriin bireyleri arasindaki 6zelliklerde goriilen farkliliklara denir. Dogal

secilim i¢in ham maddedir. Eseyli iireme ve mutasyonlar, varyasyonu yaratir (20).
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2.6.2. Popiilasyon genetiginin temelleri: C. Darwin ve G. Mendel
Modern biyolojinin gelismesi ile popiilasyon ve popiilasyon genetigi ile ilgili caligmalar
yapilmaya baslanmistir. Charles Darwin ve Gregor Mendel’in ¢alismalari ile popiilasyon
genetigi gelismeye baslamistir. Darwin, 1859 yilinda yayinlanan “Tiirlerin Kokeni” adli

eserinde 2 6nemli noktayi tespit etmistir:

1. Diinyada yasayan tiirler, atasal tiirlerinden tiiremistir.

2. Evrimlesme, dogal se¢ilim mekanizmasi ile gergeklesmistir.

Dogal secilim, popiilasyon i¢cinde yer alan ve diger bireylere gore daha fazla sayida dol
meydana getirmek i¢in belirli kalitsal 6zelliklere sahip bireylerin kusaklar boyunca zamanla
degismesidir. Baska bir degisle; organizmalarin belirli bir ¢evrede iiremesini, yasamasini
kolaylastiran kalitsal ~&zelliklerin ~ etkili olmasi durumudur. Darwin, kalitilabilen
varyasyonlarin evrimlesmeye yol acabilecegini anlamis olmasina karsin yavrularin neden

ebeveynlerine benzerlik gosterdigini ancak birbirlerinin ayn1 olmadiklarini agiklayamamustir.

Mendel, kalitimin temel prensiplerini bezelyelerde planlamis, c¢aprazlama deneyleri

yaparak gelistirmistir. Sonug olarak birbiri ile baglantili dort goriis ileri stirmiistiir:

Aleller, yeni nesillere aktarilan karakterlerdeki varyasyonlardan sorumludurlar.

» Bir canli sahip oldugu her karakter i¢in, annesinden ve babasindan kalitimla gelen, 2
alel tasrr.

* Eger 2 alel farkli ise, alellerden biri canlinin goriniimiinde tamamiyle etkili olan

baskin (dominant) alel, digeri ise canlinin genel goriiniimiinde gozle goriiniir hi¢bir

etkisi olmayan ¢ekinik (resesif) aleldir.

* Her bir karakterin 2 aleli, gamet olusumu sirasinda ayrilir (dagilir).
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Darwin’in tespitlerinde yer almayan, bir popiilasyonda varyasyonlarm nasil ¢iktig1 ve
bunlarin ebeveynlerden yavrulara nasil aktarildigini agiklayan “kalitim” kavrami olmustur.
Mendel, kalitimin temel prensiplerini agiklayarak Darwin’in goriisiindeki eksiklikleri

tamamlamustir (51,52).

2.7. Adli Genetikte Istatistiksel Yaklasimlar

Arastirmacilar elde edilen biyolojik verileri matematik biliminden yararlanarak sayisal
veriler ile somutlastirmaya c¢alismislardir. Bu amacla ¢ok sayida formiiller, yaklagimlar,
parametreler vb. ortaya ¢ikmustir. Popiilasyon c¢alismalarinda lokuslarin alel frekanslari,
beklenen-gozlenen heterozigotluk degerleri ve Hardy-Weinberg dengesi (HWD)
arastirilmaktadir. Alel sikliklar1 popiilasyonlar arasinda farklilik gosterir. Bu farklilik birbirine

yakin olan popiilasyonlarda uzak olanlara nazaran daha azdir (53).

Adli istatistikte sadece ilgili lokuslarin 6zellikleri karsilastirildiginda, rastlantisal
benzerligin istatistiksel olarak hesaplanmasi gerekir. Bu lokuslarin belirli parametreleri (ayrim

giicii, eslesme olasilig1 vb.) hesaplanarak her bir lokusun olgu ¢dziimiindeki giicti belirlenir.

2.7.1. Hardy-Weinberg prensibi
1908 yilinda Alman fizikgi Wilhelm Weinberg ve Ingiliz matematik¢i Godfrey
Harold Hardy tarafindan bulunan Hardy-Weinberg (HW) prensibi; dogal seleksiyon ve gogiin
olmadig1, mutasyonlarin goriilmedigi, sinirsiz biiyiikliikte olan ve bireyleri rastgele eslesen bir
popiilasyonun bir sonraki neslinde alel frekanslarinin degismeyecegini, dolayisiyla
popiilasyonun evrimlesmeyecegini ifade etmektedir. HW prensibi, Mendel kalitimmin bir

kusaktan digerine kalitsal varyasyonun nasil korundugunu agiklar (20,53).
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Hardy-Weinberg esitligine gore;
p+g=1"dir.

P, gozlenen homozigot dominant karakteri temsil ederken; q ise, gézlenen homozigot
resesif karakteri temsil etmektedir. Bireylerin genotipi, p ve q alellerini tasiyan sperm ile

yumurtanin déllenmesi sonucu olusur. Bu nedenle;
p*+2pq+g?=1"dir.

Iki aleli olan bir lokusun, ilgili popiilasyondaki alel frekanslari p ve q ise, beklenen

genotip frekanslar1 da
p?, 2pq, ve g2 dir.
Burada pq heterozigot karakteri temsil etmektedir.

Bir popiilasyon Hardy-Weinberg Dengesi’ne ulastiginda; bu frekans dagilimi nesilden
nesile degismeyecektir. Yani atasal popiilasyonun gen havuzundaki alel frekanslar1 ile sonraki
kusagin gen havuzundaki alel frekanslar1 sabittir. Beklenen genotip ile gozlenen genotip

dengededir. Tamamen ayni olmasi beklenmez. Clinkii bireyler rastgele secilmistir (20,53).

Hardy-Weinberg prensibini ikiden daha fazla aleli olan lokuslara uygulamak miimkiindiir.
Bu durumda beklenen genotip frekanslar1 popiilasyonda ayrilan biitiin k alellerinin multinom

acilimu ile verilir: (p1 + p2 + p3 + ... + pk)%

Gozlenen ve beklenen genotip frekanslar1 hesaplandiktan sonra popiilasyonun Hardy-

Weinberg Dengesi’nde olup olmadigina bakmak i¢in Ki-kare testi yapilir.

Bunun igin;

G-B) 2
X 2 = Z % formiilii kullanilir.
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G= Gozlenen genotip frekansi
B= Beklenen genotip frekansi

Ki-kare degeri hesaplandiktan sonra degere karsilik gelen olasilik degeri (p degeri-probability
value- p)’ne bakilir. P<0.05 ise, sapma 6nemlidir ve popiilasyonda denge yoktur. P>0.05 ise,

sapma istatistiksel olarak anlamli degildir ve popiilasyon dengededir (54).

Hesaplanmak istedigimiz degerleri manuel olarak hesaplayabilecegimiz gibi “Arlequin”

gibi programlar kullanarak da hesaplanabilir (55).

2.7.2. Adli istatistiksel parametreler

Adli amagh incelemeler ve nesep tayini analizlerinde kullanilan cesitli parametreler
bulunmaktadir. Bu parametreler, olgu aydinlatmada, ilgili lokuslarin giiciinii gostermektedir.
Bu parametreler; rastlantisal olarak se¢ilmis iki kisinin farkli genotipe sahip olma olasiligini
gosteren ayrim giicii (power of discrimination- PD), rastlantisal olarak se¢ilmis iki kisinin
ayni genotipe sahip olma olasiligin1 gosteren eslesme olasihi@i (probability of match- Pm),
toplumdan rastgele se¢ilmis bir bireyden farkli olan bireylerin oranini gésteren dislama giicii
(power of exclusion- PE), bir lokusun polimorfik seviyesini gosteren polimorfik bilgi icerigi
(polymorphism information content- PIC), baba oldugu diisiiniilen kisinin biyolojik baba
olma olasiligin1 gosteren tipik babahk indeksi (typical paternity index- TPI) olarak

tanimlanabilir (Tablo II) (56).
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Tablo II. Adli istatistik parametrelerin formiilleri (27).

Adli istatistik parametreler | Formiiller

Ayrim Giicti

PD =1—Pm
Eslesme Olasilig1
m
Pm = Z p2
k=1

Diglama Giicii

Polimorfik Bilgi Igerigi

Tipik Babalik Indeksi TPI=(H+h)/2H

*H (homozigot), h (heterozigot), pk (her farkli genotipin sikligir), m (farkli genotiplerin
sayis1), pi (her farkli genotipin siklig1), n (farkl alellerin sayist).

Adli istatiksel parametreler formiiller (Tablo IT) kullanilarak manuel hesaplanilacag: gibi

“PowerStats Microsoft® Excel dosyasi” programi kullanilarak da hesaplanabilir (55).

2.7.3. Popiilasyonlar arasi farkhilasma (Fst degerleri)
iki popiilasyon arasindaki genetik farkhiliklar1 6lgmek amaciyla, bir araya getirilen iki
popiilasyondaki gametlerin oranma gore, iki popiilasyondaki rastgele secilmis gametler
arasindaki korelasyonu veren F istatistigi kullanilabilir. Popiilasyon genetikgisi Sewall
Wright, hem popiilasyonlar arasindaki hem de popiilasyonlar i¢indeki fiksasyon indekslerini
(Fis, Fir ve Fst kullanarak bir yontem gelistirmistir. Fsr, wklar arasindaki genetik
farklilasmanin olgiitiidiir. Fst 0-1 arasinda bir deger alir. Popiilasyonlar birbirlerinden

farklilagsmigsa ve aralarida gen akimi yoksa Fst degeri 1’e yakin olur (57,58).
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Eger Fst degeri;

0.00 - 0.05 arasinda bir deger ise kiigiik bir genetik farklilagma,

0.05 - 0.15 arasinda bir degerse orta diizeyde genetik farklilagsma,

0.15 - 0.25 arasinda bir degerse biiylik bir genetik farklilagsma,

0.25’ten biiyilik degerler ise ¢ok biiyiik bir genetik farklilagsmanin oldugu sdylenebilir.
Fst su formiil ile hesaplanir:

Hy — Hg

Forn=
ST H,

Fst = Popiilasyonlar arasi standardize varyans,
He= Alt popiilasyonlarda beklenen heterozigotluk ortalamasi,

Hr= Tiim popiilasyonlardaki heterozigotluk ortalamasi.

Cesitli poptilasyonlarin popiilasyonlar arasi farklilasmasimin (Fsr) hesaplanmasi Arlequin
v.3.5.1.2 programui ile yapildi. Bulunan Fsr degerleri ile Mega X Vv.10.0.5 programinda

“komsu birlestirme” yontemi kullanilarak filogenetik agac c¢izildi.

2.8. Veri Analizlerinde Kullanilan Programlar

2.8.1. Arlequin 3.5
Arlequin programinin amaci, popiilasyon verilerinden vyararlanarak genetik ve
demografik Ozellikler hakkinda bilgi elde etmek i¢in, popiilasyon genetigi kullanicilarina
oldukga genis istatistiksel testler sunmaktir. Bu testler ile DNA dizi, RFLP, DNA

mikrodizinler ve alel siklig1 gibi verilerin analizi gergeklestirilmektedir.
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Arlequin analizleri, iki ana kategoriye ayrilabilir; popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi
yontemler. Birinci kategoride istatistiksel bilgiler her popiilasyondan bagimsiz olarak ¢ikarilir,
ikinci kategoride ise drnekler birbirleriyle karsilastirilir. Popiilasyon i¢i; baglant1 dengesizligi
(LD, Linkage Disequilibrium), Hardy-Weinberg kesin testi, standart endeksler, molekiilsel
cesitlilik, haplotip frekansi tahmini, gametik faz tahmini gibi testlerden olusmaktadir.
Popiilasyonlar aras1 ise; F-istatistigi ve popiilasyonlar arasi iligkiler, coklu genotiplere ait
gametik faz degerlendirmeleri, molekiiler ¢esitlilik analizi (AMOVA) ve popiilasyon

farklilagmasi gibi testlerden olugsmaktadir (59).

2.8.2. Genetix 4.0.5
Bu program ile genotip verileri istenilen genetik analiz yazilim formatina (Arlequin,
Genepop, FSTAT, Biosys) doniistiirebilecegi gibi genetik uzaklik, baglant1 dengesizligi,
permiitasyona dayali analizler gibi testler de uygulanabilmektedir. Genotip verileri manuel
olarak girebilecegi gibi Microsoft® Excel dosyasina kayitli olan verileri de metin sekmeyle

ayrilmis (.txt) formatinda acabilir veya Microsoft® Excel dosyasindaki veriler kopyalanabilir

(60).

2.8.3. PowerStats v.1.12
PowerStats, Microsoft® Excel ¢alisma sayfasina sahip standart yazilimla gergeklestirilen
bir yazilim dosyasidir. Genotip verileri direkt olarak ¢aligma sayfasima yapistirilabilir. Veriler
girildikten sonra sablon otomatik olarak ik ya da alt grup i¢in parametre analizlerini yapar ve

alel frekanslarini hesaplar (61).
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2.8.4. MEGA X v.10.0.5
Mega (Molekiiler Evrimsel Genetik Analizi) filogeni, uzaklik, cesitlilik gibi analizlerin
yapilmasina olanak saglayan bir programdir. Program, ¢oklu gen dizisi gruplar1 olusturarak
gruplar igindeki ve arasindaki gesitliligin hesaplanmasini kolaylastirarak, genler ve tiirler

arasidaki evrimsel iliskileri ortaya ¢ikarir (62).
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3. Gere¢ ve Yontem
Bu tez c¢aligmasinda Tiirkiye’deki tiim cografi bdlgeleri homojen olarak kapsayan,
aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan, ¢aligmaya riza gosteren 250 kisiden (126 erkek, 124

kadin) alinan agiz ici siirlintii (stvap) 6rnekleri kullanildi.

X kromozomu flzerinde bulunan 22 InDel (rs2307557, rs67705557, rs72434864,
rs59400186, rs2307741, rs16367, rs2307762, rs16368, rs16632, rs16680, rs25581, rs16397,
rs3048996, rs25582, rs11297248, rs199639085, rs2308280, rs71948836, rs397825417,

1516460, rs62954660, rs67588758) lokusu calisilarak tiplendirilme yapildi.

250 kiside, X kromozomu iizerinde bulunan 22 InDel (22-X InDel) lokusunun profilleri
cikarildiktan sonra elde edilen verilerle istatistiksel hesaplamalar yapildi. Alel frekanslari,
Hardy-Weinberg dengesi, popiilasyonlar arasi farklilasmanin (Fst) hesaplanmasi igin
Arlequin v.3.5.1.2 yazilim programi; Genetix v.4.0.5.2 dosya formati ¢evirici program ve adli
istatistiksel parametrelerin hesaplanmast icin PowerStats (Promega) Microsoft® Excel dosyast

programi kullanildi. Filogenetik aga¢ ¢izimi i¢in ise Mega X v.10.0.5 programi kullanildi.

Calismanin deneysel asamalar1 istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler
Genetik AR-GE Laboratuvarinda bulunan demirbas cihazlar ve laboratuvar ekipmanlar1 ile
gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan cihaz, malzeme ve kitlerin listesi

asagida detayl bir sekilde verilmistir.
3.1. Deneyde Kullanilan Gerecler

3.1.1. Cihazlar

e Derin Dondurucu (Delta)
e Buzdolabi1 (Altus)

e Otomatik Pipet (2,5 pl, 20 pl, 100 pl, 1000ul) (Eppendorf/ Research Plus)



25

e Vorteks (BioSan/ V-1 plus)

e Kuru Isitict Blok (BioSan/ Bio TDB-100)

e Mikrosantriftij (BioSan/ Microspin 12)

e Florometre cihazi (Thermo Fisher/ Fluorometer Qubit® 4.0)

e Is1 Dongii Cihazi (Applied Biosystems/ Veriti Thermal Cycler)

e Bilgisayar kontrollii genetik analizor 310/3130 (Thermo Fisher Scientific/ ABI
PRISM® 310/3130)

3.1.2. Ticari kitler

QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen)

Quant-iT™ dsDNA HS (High Sensetive) Assay (Invitrogen)

PCR Master Mix (Qiagen)

Floresan (6FAM, VIC, PET, NED) ile isaretli primerler (Thermo Fisher Scientific)

3.1.3. Kapiler elektroforez asamasinda kullanilan kimyasallar

Hi-Di™ (highly deionized) Formamide (Thermo Fisher Scientific)

GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard (Thermo Fisher Scientific)

Polimer Pop-4 (Performance Optimized Polymer 4) (Thermo Fisher Scientific)

10X EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) tamponu (Thermo Fisher Scientific)

3.1.4. Kit dis1 kimyasal maddeler

e Etanol (%96’lik)

e PBS (Phosphate Buffered Saline) tamponu
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3.2. Deney Asamasi

Siirec,

e Orneklerin toplanmasi

e DNA izolasyonu

e DNA miktarlarinin belirlenmesi
e PCR

e PCRiiriinlerinin ABI PRISM® 310 / 3130 genetik analiz cihazinda elektroforezi

Elektroforez sonrasi verilerin analizi

asamalaridan olugmaktadir.

3.2.1. DNA orneklerinin toplanmasi
Bu calismada 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulunca 16.12.2016 tarih, 214698
sayilt Etik kurul karar1 (Ek-1) ile uygun goriilerek “Bilgilendirimis Olur Formu” nu (Ek-2)
imzalayarak calismaya katilmay1 kabul eden, Adli Tip Enstitiisii 6grencileri, I.U.Cerrahpasa
ogrencileri ve goniillii kisilerden olusan, Tiirkiye’deki tiim cografi bolgeleri homojen olarak
kapsayan, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan, 250 kisiden (126 erkek, 124 kadin) alinan
ag1z ici siiriintii 6rnedi kullamldi. Tiirkiye popiilasyon verisi olusturulurken TUIK (Tiirkiye

Istatistik Kurumu) 2018 niifus verilerinden yararlanildi (63).

3.2.2. DNA izolasyonu ve DNA miktar tayini
Ag1z ici siiriintii drneklerinden DNA izolasyonu QIAamp® DNA Mini Kit ile yapilmustir
(64). DNA izolasyonu yapilmis olan drneklerin miktar tayinleri Quant-iT" dsDNA HS (High
Sensetive) Assay Kit ile florometrik yontemle yapilmistir (65). Florometre cihazi olarak

Qubit® 4.0 kullanilmustur.
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3.2.2.1. QIAamp® DNA mini kit ile agiz ici siiriintii 6rneklerinden DNA
izolasyonu

1. Sivap ucu kesilip alinarak 1,5 pl’lik mikrosantrifiij tiiptine konuldu.

2. Uzerine 400 uL PBS tamponundan eklendi. 10 dk. beklendi.

3. Swabi attiktan sonra, 20 pl Proteinaz K ve 400 ul Buffer AL eklendi.

15 sn. karigtirildi (vortekslendi).

4. 56° C’de 10 dk. inkiibe edildi.

5. Uzerine 400 pl Etanol (%96-100) eklendi ve 5 sn. vortekslendi.

6. Elde edilen karisim QlAamp® mini spin kolona aktarildi. 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi. Toplama tiipii atild1 ve temiz toplama tiipii takildi.

7. Kolona 500 ul AW1 tamponu eklendi. 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi. Toplama
tiipli atild1 ve temiz toplama tiipii takild.

8. Kolona 500 ul AW2 tamponu eklendi. 14.000 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi.

9. QlAamp® mini spin kolon, steril 1,5 pl’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. 150 pl
Buffer AE tamponu eklendi. Oda 1sisinda (25°C) 1 dk. inkiibe edilip, 8000 rpm’de 1
dk. santriftij edildi.

10. QTAamp® mini spin kolon atildi. 1,5 pl’lik mikrosantrifiij tiipiindeki izolat
parafilmlendi.

11. Uzun siireli saklama i¢in -20°C ‘ye kaldirild1.
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3.2.2.2. Quant-iT™ dsDNA HS Assay kit ile DNA miktar tayini

1. Qubit®4.0 cihazinn kalibrasyonu icin 2 adet standart ve DNA miktar1 l¢iilecek 6rnek
sayist ile toplam say1 belirlenerek, 0,5 ml’lik tiipler hazirlandi.

2. 1 pl Quant-iT™ reagent ve 199 ul Quant-iT™ buffer, tiipe konularak 200 ul toplam
hacme sahip ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi.

3. Hazirlanan c¢alisma soliisyonlarindan standartlarin  Slgiilecegi tiiplere 190 pl,
orneklerin lciilecegi tiiplere 199 pul konuldu.

4. Ikistandarttan da 10 pl alinarak, 190 ul’lik ¢alisma soliisyonu iceren tiiplere eklendi.

5. Incelenecek izolatlardan 1 pl alinarak, 199 ul’lik ¢alisma soliisyonu igeren tiiplere
eklendi.

6. Tipler 2-3 sn. vortekslendi ve 2 dk. oda sicakliginda (25°C) inkiibe edildi.

7. Once standartlarn Qubit® cihazinda DNA miktarlar1 6lgiilerek cihazin kalibrasyonu
saglandu.

8. Kalibrasyonu yapilan Qubit® cihazinda drneklerin DNA miktarlar 1¢iildii.

3.2.3. PCR Asamasi
Bu calismada Filoglu ve arkadaslari tarafindan gelistirilen X kromozomu {izerinde

bulunan 11 lokuslu 2 multipleks InDel lokusu ¢alisilmistir (Tablo III) (66,67).
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Tablo III. X kromozomu {izerindeki 22 InDel lokusuna ait bilgiler

Lok_usa Rs Fragment
Verilen 9 Alel Boya
Ad numarasi uzunlugu
XID1 rs2307557 57 -[AAJACA
XID3 rs72434864 74 Al-
XID5 rs2307741 78 -/[CCTCTGAAC/CTGAAC
“'(}) XID6 rs16367 82 -IAAGT
=< | XID9 rs16632 117 -IAATA
o |XID11 |rs25581 128 TCTCA/-
S | XID13  |rs3048996 134 -IATC
> | XID16 |rs199639085 142 TTTTATTTTATT/-
XID17 |rs2308280 146 -I[TAA
XID18 |rs71948836 148 AC/-
XID21 | rs62954660 167 Al-
X1D2 rs67705557 61 AAATT/-
XID4 rs59400186 75 -IGTTA
XID7 rs2307762 92 -/[CTCAATA/ITCAATAC
‘; XID8 rs16368 99 -[AGA
< |XID10 |rs16680 119 ACA/-
o |XID12 |rs16397 132 GTG/-
§ XID14 |rs25582 135 -IGGCTAGG
= | XID15 |rs11297248 140 T/-
XID19 |rs397825417 149 -ITT
X1D20 |rs16460 163 -[TTC/TTCTTCC/TTCTTCT
X1D22 |rs67588758 204 ATGA/-

3.2.3.1. PCR bilesenlerinin hazirlanmasi ve PCR asamast

Izole edilen 250 kisiye ait DNA 6rneginin her biri igin, 22-X InDel lokusunun 11°li 2

multipleks amplifikasyonu yapildi (66,67). S6z konusu PCR bilesenleri Tablo IV’de

belirtilmis olan miktarlarda olusturuldu. DNA 6rnekleri 0.5-1 ng araliginda olacak sekilde

sulandirilarak PCR karisimma eklendi. PCR karisimi buz iistiinde hazirlandi. Karigimin

bulundugu tiiplerde

baloncuk olmamasina dikkat

edildi. Primer karisimi, 1siktan

etkilenmemesi i¢in alliminyum folyo ile sarilarak steril ependorf tiiplerde saklandi.



Tablo IV. PCR bilesenleri ve miktarlari

Kullanilan Malzemeler Miktar (ul) (1 6rnek icin)
PCR Master Mix (Qiagen) 4
Primer Karigimi1 (optimize) 3
Distile Su 2
DNA (0.5-1 ng) 1
Toplam Hacim 10

3.2.3.2. PCR programi

PCR, Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) 1s1 dongii cihazinda yapildi. PCR

dongii kosullar1 Tablo V’de gosterilmistir.

Tablo V. PCR kosullar1

Sira Asama Sicakhk Siire
1 Denatiirasyon 95 °C 15 dakika
Amplifikasyon 94 °C 30 saniye
2 (30 dongii) 60 °C 90 saniye
72 °C 45 saniye
3 Uzama 72 °C 60 dakika
4 Sonug 4°C 00
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3.2.4. PCR iiriinlerinin ABI PRISM® 310/3130 genetik analizér cihazinda analizi
Orneklerin elektroforeze hazirlanmasi, yiiklenmesi ve verilerin analizi olmak {izere ii¢
temel adimdan olusmaktadir. Elektroforez sonrasi elde edilen veriler, GeneMapper v.4.0
(Thermo Fisher Scientific) programinda analiz edilerek 250 goniilliiniin X kromozomundaki

22 InDel lokusuna ait genotipleri belirlenmistir (Ek-3).
3.2.4.1. Ornek hazirlanmast

ABI PRISM® 310/3130 genetik analizér cihazinda, analizi yapilacak her bir 6rnek icin

Tablo VI’daki karigim hazirlandi.

Tablo VI. Elektroforez bilesenleri ve miktarlari

Kullanilan Malzemeler Miktar (ul) (1 6rnek igin)
Hi-Di™ formadide 10
GeneScan ™ []Z 500 Size Standard 0,5
PCR f{iriinii 1
Toplam Hacim 11,5

3.2.4.2. Orneklerin elektroforezi

Ornekler 36 cm kapillerle, POP-4 polimeri kullanarak DS-33 Matriks Standart’ida
(Applied Biosystems) G5 filtresi secilerek, enjeksiyon siiresi 5 sn. ve voltaji 3 kV, yiirlitme

voltaji 15 kV, 60 °C’de 30 dk. yiiriitildi (Tablo VII).



Tablo VII. Elektroforez kosullar1

Parametre GS STR POP-4 (1ml) G5 modiil
Matriks DS-33
Injeksiyon zamam 5sn.
Injeksiyon voltaji 3 kV
Yiiriitme zamani 30 dk.
60°C

Yiiriitme sicakhgi

Rfu

3.2.4.3. Orneklerin analizi

32

ABI 310/3130’daki elektroforez sonras1 Orneklerden elde edilen sonuglarin

degerlendirilmesi Genemapper® v.4.0 analiz programu kullamilarak yapildi. Once her drnek

icin 500 LIZ™ Size Standard (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400,

450, 490 ve 500) kontrol edildikten sonra analiz yapildi (sekil 11). InDel’lerin yerleri standart

referans alinarak belirlendi. Alel boyutlar1 bilinen ve mavi, yesil, siyah, kirmiz1 renklerdeki

floresan boyalar (6-FAM, VIC, NED, PET) dikkate almnarak elektroforegramdaki pikler

degerlendirildi ve InDel noktalar1 belirlendi.

10 110

210 210

410

2004
7004
6004

340 350

Fragment uzunlugu (bg)

Sekil 11: 500 LIZ Size Standard

400

490

500
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3.2.5. Caliymada kullanilan istatistiksel yontemler

X kromozomundaki 22 InDel lokuslarma ait elektroforez sonrast 250 kisiye ait elde
edilen genotiplere gore Tiirkiye’deki alel frekanslari, beklenen (He) - gozlenen (Ho)
heterozigotluk oranlari, Hardy-Weinberg dengesi (p degeri) Arlequin v.3.5.1.2 programiyla
(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3512/) hesaplandi. Arlequin i¢in gerekli olan dosya
formatmin olusturulmasi i¢in Genetix v.4.0.5.2 (https://kimura.univ-montp2.fr/genetix/)
yazilim programi kullanildi. Ayrica adli istatiksel parametreler PowerStats (Promega)
Microsoft® Excel dosyas1 programi kullanilarak her bir lokus i¢in; ayrim giicii (PD), eslesme
olasiligi (Pm), dislama giicii (PE), polimorfik bilgi icerigi (PIC), tipik babalik indeksi (TPI)
hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasindaki farklilasma degerleri (Fst) Arlequin v.3.5.1.2
programi kullanilarak hesaplanmustir. Filogenetik aga¢ ¢izimi i¢in Mega X v.10.0.5 programi

kullanildi.


https://kimura.univ-montp2.fr/genetix/
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4. Bulgular
Bu ¢aligmada Filoglu ve arkadaslar1 tarafindan optimizasyon ve validasyonu yapilmig 22-
X InDel lokusunun (rs2307557, rs67705557, rs72434864, rs59400186, rs2307741, rs16367,
rs2307762, rs16368, rs16632, rs16680, rs25581, rs16397, rs3048996, rs25582, rs11297248,
rs199639085, rs2308280, rs71948836, rs397825417, rs16460, rs62954660, rs67588758) agiz
ic1 siirlintii 6rnekleri kullanilarak Tiirkiye popiilasyonundaki (250 kiside) genotipi belirlendi.

Elde edilen veriler ile istatistiksel analizler yapildi.

Genotip tayini igin Genemapper” v.4 (Thermo Fisher Scientific) analiz programu
kullanild1. Istatistiksel analizler i¢in Arlequin v.3.5.1.2, Genetix v.4.0.5.2 yazilim programlari
ve Promega PowerStats Microsoft® Excel dosyasi kullanildi. Filogenetik aga¢ ¢izimi i¢in

Mega X v.10.0.5 programi kullanild1.

4.1. 22-X InDel Lokusuna Ait Genotiplerin Belirlenmesi

250 kisiden (126 erkek, 124 kadin) alman agiz ici siiriintii 6rneklerinden DNA izolasyonu
ve miktar1 belirlendikten sonra, optimize edilmis 22-X InDel primerleri kullanilarak 0,5-1 ng
DNA ile PCR yapildi. ABI PRISM® 310/3130 genetik analizor cihazinda elektroforez
yapildiktan sonra Genemapper” V.4 analiz programi kullanilarak 22-X InDel lokusunun 250
kisideki genotipi belirlendi. 250 kisiye ait 22 InDel profili Ek-3’de gosterilmektedir. Bir
kadina ait genotip elektroforegram goriintiisii sekil 12°de (heterozigot olan lokuslar yesil renk
ile isaretlenmistir) ve bir erkege ait genotip elektroforegram goriintlisii sekil 13°te

gosterilmektedir.
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Sekil 12: 22-X InDel lokusunun (multipleks 1 ve 2) bir kadin genotipine ait elektroforegram

gorintisi
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Sekil 13: 22-X InDel lokusunun (multipleks 1 ve 2) bir erkek genotipine ait elektroforegram
goruntusu

4.2. Istatistiksel Bulgular

4.2.1. Alel frekanslarmin belirlenmesi

250 kiside 22-X InDel lokusunun alel sikliginin belirlenmesi Arlequin v.3.5.1.2 programi

ile yapildi. Alel frekanslar1 tablo VIII’de ve grafiksel goriiniimii sekil 14°te verilmistir.




TabloVIII. 22-X InDel lokusunun alel frekanslari

Erkek (n=126) Kadin (n=124) | Toplam (n= 250)
Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans

Lokuslar

del ins del ins del ins
XID 1 0,270 0,730 0,343 0,657 0,306 0,694
XID 2 0,389 0,611 0,548 0,452 0,468 0,532
XID 3 0,270 0,730 0,298 0,702 0,284 0,716
XID 4 0,341 0,659 0,435 0,565 0,388 0,612
XID 5 0,659 0,341 0,609 0,391 0,634 0,366
XID 6 0,500 0,500 0,581 0,419 0,540 0,460
XID 7 0,397 0,603 0,423 0,577 0,410 0,590
XID 8 0,667 0,333 0,702 0,298 0,684 0,316
XID 9 0,452 0,548 0,367 0,633 0,410 0,590

XID 10 0,802 0,198 0,738 0,262 0,770 0,230

XD 11 0,341 0,659 0,431 0,569 0,386 0,614

XID 12 0,659 0,341 0,657 0,343 0,658 0,342

XID 13 0,500 0,500 0,395 0,605 0,448 0,552

XID 14 0,746 0,254 0,766 0,234 0,756 0,244

XID 15 0,357 0,643 0,399 0,601 0,378 0,622

XID 16 0,587 0,413 0,548 0,452 0,568 0,432

XD 17 0,397 0,603 0,440 0,560 0,418 0,582

XID 18 0,452 0,548 0,456 0,544 0,454 0,546

XID 19 0,294 0,706 0,411 0,589 0,352 0,648

XID 20 0,484 0,516 0,524 0,476 0,504 0,496

XID 21 0,357 0,643 0,407 0,593 0,382 0,618

XID 22 0,421 0,579 0,440 0,560 0,430 0,570

37

0,9

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Mdel Wins

Sekil 14: 22-X InDel lokusunun 250 kisiye ait Tiirkiye popiilasyonundaki alel frekanslar1
grafigi
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4.2.2. Hardy-Weinberg dengesi
Arlequin v.3.5.1.2 programinda 22-X InDel lokusunun p-degerleri hesaplandi ve Hardy-
Weinberg dengesine bakildi. Bu degerler Tablo 1X’da gosterilmektedir. Analiz sonucu elde
edilen p-degerlerinin anlamliligin1 degerlendirebilmek i¢in p= 0,05/22 seklinde Bonferonni
diizeltmesi yapilarak anlamlilik diizeyi p> 0,002272 olarak alindi. Bonferonni diizeltmesinden
sonra genotip dagilimi istatistiksel olarak Hardy-Weinberg dengesinden sapma

gostermemistir. Tiim lokuslarm ortalama heterozigotlugu 0,4690 olarak bulunmustur.

Tablo IX. 22-X InDel lokusunun HW denge tablosu

Gozlenen Beklenen -

Lokuslar | terozigotluk Heterozigotluk P- degeri
XID1 0,50806 0,45236 0,22980
XID 2 0,46774 0,49732 0,58874
XID 3 0,41935 0,42040 1,00000
XID 4 0,61290 0,49367 0,01107
XID 5 0,55645 0,47822 0,09105
XID 6 0,41935 0,48896 0,13732
XID7 0,36290 0,49024 0,00546
XID 8 0,40323 0,42040 0,66958
XID 9 0,45968 0,46647 1,00000
XID 10 0,39516 0,38837 1,00000
XID 11 0,45968 0,49259 0,46945
XID 12 0,39516 0,45236 0,16960
XID 13 0,45161 0,47995 0,57436
XID 14 0,38710 0,35980 0,45994
XID 15 0,57258 0,48162 0,04073
XID 16 0,53226 0,49732 0,47185
XID 17 0,55645 0,49468 0,20203
XID 18 0,50806 0,49807 0,85643
XID 19 0,41935 0,48622 0,13779
XID 20 0,40323 0,50085 0,03165
XID 21 0,45968 0,48475 0,57891
XID 22 0,49194 0,49468 1,00000
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4.2.3. Adli Istatistik parametreleri
22-X InDel lokusunun ayrim giicii (PD), eslesme olasilig1 (Pm), polimorfik bilgi igerigi
(PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi (PI) adli istatistik parametreleri PowerStats
(Promega) Microsoft® Excel dosyasi kullanilarak hesaplandi. Bu istatistiksel parametreler

Tablo X’da gosterilmistir.

Tablo X. 22-X InDel lokusunun adli istatistik analiz parametreleri

Lokuslar Pm PD PIC PE TPI
XID1 0,423 0,577 0,33 0,048 0,68
XID 2 0,349 0,651 0,37 0,040 0,65
XID 3 0,447 0,553 0,33 0,033 0,63
XID 4 0,360 0,640 0,36 0,067 0,72
XID5 0,372 0,628 0,36 0,056 0,69
XID 6 0,358 0,642 0,37 0,033 0,63
XID7 0,383 0,617 0,37 0,027 0,62
XID 8 0,431 0,569 0,34 0,030 0,63
XID9 0,368 0,632 0,37 0,038 0,65
XID 10 0,516 0,484 0,29 0,028 0,62
XID 11 0,374 0,626 0,36 0,040 0,65
XID 12 0,414 0,586 0,35 0,029 0,62
XID 13 0,355 0,645 0,37 0,038 0,65
XID 14 0,487 0,513 0,30 0,029 0,62
XID 15 0,363 0,637 0,36 0,059 0,70
XID 16 0,346 0,654 0,37 0,051 0,68
XID 17 0,353 0,647 0,37 0,054 0,69
XID 18 0,348 0,652 0,37 0,046 0,67
XID 19 0,412 0,588 0,36 0,199 1,03
XID 20 0,358 0,642 0,37 0,031 0,63
XID 21 0,374 0,626 0,36 0,038 0,65
XID 22 0,354 0,646 0,37 0,044 0,66

* Eslesme olasiligi (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi icerigi (PIC), dislama giicti (PE),
tipik babalik indeksi (TPI)
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4.2.4. Popiilasyonlar arasi farkhlasma (Fst degerleri)

Bu tez ¢aligmasinda Tiirkiye popiilasyonu i¢in arastirilan 20-X InDel lokusunun diinya
popiilasyonlariyla olan genetik benzerligi veya uzaklhigini tespit etmek i¢cin Fst hesaplandi.
Ensembl  (https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index) veri tabanindan ¢esitli
popiilasyonlara ait 20 InDel lokusunun (rs2307557, rs67705557, rs72434864, rs59400186,
rs2307741, rs16367, rs16368, rs16632, rs16680, rs25581, rs16397, rs3048996, rs25582,
rs11297248, rs199639085, rs2308280, rs71948836, rs16460, rs62954660, rs67588758) alel
frekansi bilgilerine ulagilmistir (Tablo XI). Rs2307762 (XID 7) ve rs397825417 (XID 19)

lokusuna ait popiilasyon ¢alismasi olmadigi i¢in lokuslar analize dahil edilmedi.

Ensembl veri tabanindan Avrupa, Afrika, Amerika, Dogu Asya, Giliney Asya
popiilasyonlara ait alel frekansi1 verileri kullanilarak 20-X InDel lokusunun her biri igin
Arlequin ver 3.5.1.2 programi yardimiyla Fst degerleri hesaplandi. Ilgili lokuslarin Tiirkiye
popiilasyonu ile diger popiilasyonlarm genetik farklilasmasmin karsilastirmasi sekil 14°de
gosterilmistir. Ensembl veri tabanindan genotip bilgileri bulunan 15-X InDel lokusunun
(rs2307557, rs67705557, rs72434864, rs59400186, rs2307741, rs16367, rs16368, rs16632,
rs3048996, rs25582, rs11297248, rs199639085, rs71948836, rs62954660, rs67588758)

popiilasyonlar arasi farkliliklar1 gosteren Fst degerleri Tablo XII’de gosterilmistir.


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
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Tiirkiye Avrupa Afrika Amerika Dogu Asya Giiney Asya
(n=250) (n=503) (n=661) (n=347) (n=504) (n=489)
Lokuslar
Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans
Del Ins Del Ins Del Ins Del Ins Del Ins Del Ins

XID 1 0,306 0,694 0,217 0,783 0,391 0,609 0,174 0,826 0,236 0,764 0,290 0,710
XID 2 0,468 0,532 0,477 0,523 0,414 0,586 0,481 0,519 0,500 0,500 0,531 0,469
XID 3 0,284 0,716 0,268 0,732 0,730 0,270 0,452 0,548 0,567 0,433 0,549 0,451
XID 4 0,388 0,612 0,394 0,606 0,234 0,766 0,214 0,786 0,331 0,669 0,210 0,790
XID 5 0,634 0,366 0,513 0,487 0,191 0,809 0,616 0,384 0,760 0,240 0,643 0,357
XID 6 0,540 0,460 0,666 0,334 0,553 0,447 0,405 0,595 0,609 0,391 0,588 0,412
XID 7 0,410 0,590 - - - - - - - - - -

XID 8 0,684 0,316 0,569 0,431 0,586 0,414 0,742 0,258 0,990 0,010 0,774 0,226
XID 9 0,410 0,590 0,303 0,697 0,093 0,907 0,450 0,550 0,788 0,212 0,433 0,567
XID 10 0,770 0,230 0,730 0,270 0,847 0,153 0,880 0,120 0,980 0,020 0,820 0,180
XID 11 0,386 0,614 0,317 0,683 0,223 0,777 0,390 0,610 0,830 0,170 0,590 0,410
XID 12 0,658 0,342 0,766 0,234 0,379 0,621 0,816 0,184 0,844 0,156 0,705 0,295
XID 13 0,448 0,552 0,477 0,523 0,473 0,527 0,332 0,668 0,212 0,788 0,614 0,386
XID 14 0,756 0,244 0,763 0,234 0,399 0,591 0,837 0,161 0,988 0,012 0,858 0,142
XID 15 0,378 0,622 0,510 0,490 0,893 0,107 0,634 0,366 0,605 0,395 0,531 0,469
XID 16 0,568 0,432 0,578 0,422 0,604 0,396 0,483 0,517 0,800 0,200 0,740 0,260
XID 17 0,418 0,582 0,330 0,670 0,324 0,676 0,310 0,690 0,560 0,440 0,510 0,490
XID 18 0,454 0,546 0,363 0,637 0,509 0,491 0,510 0,490 0,317 0,683 0,348 0,652
XID 19 0,352 0,648 - - - - - - - - - -

XID 20 0,504 0,496 0,520 0,480 0,181 0,819 0,230 0,770 0,041 0,959 0,140 0,860
XID 21 0,382 0,618 0,362 0,638 0,289 0,711 0,273 0,727 0,436 0,564 0,625 0,375
XID 22 0,430 0,570 0,439 0,561 0,182 0,818 0,368 0,632 0,484 0,516 0,444 0,556

*- Popiilasyon verileri bulunmamaktadir.
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Sekil 15: 20-X InDel lokusuna ait Tiirkiye popiilasyonu ile diger popiilasyonlarin genetik
farklilagsmasimin (Fst) her lokus igin kargilagtirmasi

Tablo XII. 15-X InDel lokusunun popiilasyonlar arasi Fst degerleri

15 InDel | Tiirkiye |Avrupa |Afrika Amerika |Dogu Asya | Giiney Asya
Lokusu (n=250) |(n=503) |(n=661) |(n=347) |(n=504) (n=489)

Tiirkiye 0.00000
Avrupa 0.02706 |0.00000
Afrika 0.07846 |0.04525 |0.00000

Amerika 0.03304 |0.01558 |0.04590 |0.00000
Dogu Asya |0.05097 |0.04282 |0.09515 |0.02911 |0.00000

Giiney Asya |0.04093 |0.02896 |0.06522 |0.03058 |0.03436 0.00000
*Fst degeri 0-0.05 kiigiik, 0.05-0.15 orta diizey, 0.15-0.25 biiyiik, 0.25’den biiyiik ise ¢cok
biiytik bir genetik farklilasma

4.2.5. Filogenetik agac¢ cizimi

Bu ¢aligmada Tiirkiye icin elde edilen ve Avrupa, Afrika, Amerika, Giiney Asya, Dogu
Asya popiilasyonlarina ait Ensembl’dan alman genotip verileri kullanilarak 15-X InDel
lokusu i¢in Tablo XII’de bulunan Fst degerleri ile Mega X v.10.0.5 programinda “komsu
birlestirme” (neighbor joining) yontemi kullanilarak filogenetik aga¢ ¢izildi (Sekil 15).
Tiirkiye, Asya, Afrika, Amerika ve Avrupa popiilasyonlarinin bes farkli ana hatta bulundugu

goriilmektedir.
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Dogu Asya
Gumney Azya
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‘7 —— Awrupa
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0.005

Sekil 16: Komsu birlestirme aga¢ yontemi ile ¢izilen filogenetik agag
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5.Tartisma

90’11 yillarda VNTR’ye gore DNA’da daha az yer kaplayan ve ¢evresel faktorlerden daha
az etkilenen STR lokuslar1 “altin standart” olarak kimliklendirme amagli laboratuvarlarda
rutin olarak kullanilmistir. 2000°1i yillarda STR’ye gore daha diisilk mutasyon oranina, daha
kisa amplikonlara sahip olan SNP kesfedilmesiyle adli genetikte kullanilmaya baglandi.
Ancak SNP analizinin hem uzun siirmesi hem de daha maliyetli olmasindan dolay1 yine
benzer ozelliklere sahip alternatif markir olan InDel lokuslar1 tanimlanmistir. Weber ve
arkadaglarinm 2002 yilinda yaklasik 2.000 dialelik InDel polimorfizmini tanimlayarak; Mills
ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 calismayla genomda 7,2 kb’da bir goriilen 1,6-2,5
milyon insersiyon-delesyon tanimlamasiyla InDel ile ilgili arastirmalar artmaya baslamustir.
Bu lokuslarin en 6nemli avantaji kisa amplikonlara sahip olduklarindan az miktarda ve
degrade olan biyolojik Orneklerden basarili DNA profilleri elde edilebilmesidir. InDel
polimorfizim ¢alismalari; giiniimiizde adli bilimlerde hatta antropolojik ve arkeolojik
arastirmalarda  kullamilan SNP ve STR polimorfizmine alternatif olusturacagi
diisiiniilmektedir. X kromozomu, karakteristik 6zelliklerinden dolay1 popiilasyon genetigi ve
adli genetik caligmalarinda 6nem kazanmustir. Her jenerasyonda, her iki cinsiyette de
bulunup, erkeklerde hemizigottur. Bu o&zelliginden yararlanarak nesep tayinlerinde ve

kimliklendirmelerde X’e bagli InDel lokuslar1 kullanilabilir.

Bu tez ¢alismasinin amact; Filoglu ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ve X kromozomu
iizerinde bulunan 11 lokuslu 2 multipleks InDel lokusunun (rs2307557, rs67705557,
rs72434864, rs59400186, rs2307741, rs16367, rs2307762, rs16368, rs16632, rs16680,
rs25581, rs16397, rs3048996, rs25582, rs11297248,rs199639085, rs2308280, rs71948836,
1s397825417, 1516460, 1s62954660, rs67588758) Tiirkiye’deki polimorfizmini belirleyerek
tilkemizde adli laboratuvarlarda X kromozomu gegis 6zelliginden yararlanarak bazi &zel

olgularda kullanimini saglamaktir.
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Arastirmanin ilk asamasinda 250 kisiye (126 erkek, 124 kadin) ait agiz i¢i siiriintii
orneginden DNA izolayonu yapildi. Daha sonra DNA miktar tayinleri yapildi. Arastrmanin
ikinci asamasinda 250 kisiye ait Ornegin, optimize edilmis primerler kullanilarak, ilgili
lokuslar i¢in 11° li 2 multipleks ile PCR yapild1 (Tablo III ve Tablo IV). Ugiincii asamada
ABI PRISM® 310/3130 genetik analizér cihazinda elektroforez yapildi ve Genemapper® v.4
analiz programiyla 22-X InDel lokusunun genotipi belirlendi (Ek-2). Kadina ait 6rnek genotip
elektroforegram goriintiisii Sekil 12°de ve erkege ait drnek genotip elektroforegram goriintiisii
Sekil 13°te gosterilmektedir. Son asamada ise Arlequin v.3.5.1.2 yazilim programu ile 22-X
InDel lokusunun alel frekansi, beklenen ve goézlenen heterozigotluk degeri ve p degeri
hesaplandi (Tablo IX). Alel frekans1 sonuglarina bakildiginda; en diisiik alel frekans1 0,230 ile
XID 10 lokusunda insersiyon i¢in gozlendi (Tablo VIII ve Sekil 14). 3 lokusta (XID 3, XID
10, XID 14) alel frekanslar1 oranlarinin dengeli olmadigi (XID 3; 0,284/0,716, XID 10;
0,770/0,230, XID 14; 0,756/0,244) ve heterozigotluk oranlarinin diger lokuslara gore diisiik

oldugu (XID 3; 0,42040, XID 10; 0,38837, XID 14; 0,35980) gozlendi.

Inceledigimiz, Tiirkiye popiilasyonuna ait, drneklerin 22-X InDel lokusunun Hardy—
Weinberg dengesinde olup olmadigini belirlemek iizere Arlequin v.3.5.1.2 yazilim programi
ile p degerleri hesaplandi (Tablo IX). 4 lokusta (XID 4; 0,01107, XID 7; 0,00546, XID 15;
0,04073, XID 20; 0,03165) sapma oldugu (p<0.05) gorildii. Bu nedenle Bonferroni
diizeltmesi yapilarak anlamlilik diizeyi p> 0,002272 olarak alindi ve Hardy-Weinberg
dengesine gore beklenenden farkli bir sapma gdstermedigi sonucuna varildi. Bu da calisilan

popiilasyonun dengede oldugunu gostermektedir.

22-X InDel lokuslarmm her birinin ayrim giicii (PD), eslesme olasiligi (Pm), polimorfik
bilgi igerigi (PIC), diglama giicii (PE) ve babalik indeksi (PI) istatistik parametreleri
PowerStats Microsoft® Excel dosyasi kullanilarak hesaplandi (Tablo X). Bu parametreler ayr1

ayr1 her lokus i¢in ele alindiginda; 2 lokusun diger lokuslara gére ayrim giictiniin diisiik (XID



46

10; 0,484 ve XID 14; 0,513) oldugu, ayrim giiciiniin en yiiksek (0,654) oldugu lokusun XID
16 oldugu goriildii. XID 19 lokusunun diglama giiciiniin yiiksek (0,199) oldugu, 4 lokusun
(XID 7; 0,027, XID 10; 0,028, XID 12; 0,029, XID 14; 0,029) ise dislama giicliniin diisiik
oldugu; eslesme olasilig1 en yiiksek (0,516) olan lokusun XID 10 oldugu, en diisiik (0,346)
olan lokusun XID 16 oldugu goriildi. XID 3, XID 8, XID 10 ve XID 14 lokuslarinin
heterozigotluk oranlar1 ve alel frekanslar1 da dikkate alindiginda kimliklendirmede en az
tercih edilmesi gereken lokuslar oldugu saptanmistir. Alel frekans oranlar1 dengeli,
heterozigotluk oranlarinin, ayrim ve dislama giiciiniin en yiiksek oldugu lokuslar XID 2, XID
16, XID 19 ve XID 20°dir. Bu lokuslarin kimliklendirmede en ¢ok tercih edilmesi gereken

lokuslar oldugu saptanmustir.

Tim lokuslarin ortalama heterozigotlugu 0.4690 olarak bulundu. 22 lokus birlikte
calisildiginda ayrim giicii % 99 olarak bulunmustur. 22 lokusu iceren panel tek basma
calisildiginda hem kimliklendirmede hem de nesep tayininde kullanilabilecek oranda gerekli

dislama, ayrim giiciine ulagilabilecegi goriilmiistiir.

Diger calismalara bakildiginda, Unsal T. ve arkadaslarmm 2016°da Tiirkiye
popiilasyonun da yaptiklar1 21-X InDel panelinde heterozigotluk orani 0.401; Rui P. ve
arkadaglarmm 2012’de Afrika, Avrupa, Dogu Asya popiilasyonunda 32-X InDel panelinde
yaptiklart ¢alismada heterozigotluk orami 0.424; Caputo M. ve arkadaslarmin 2016’da
Arjantin popiilasyonunda 33-X InDel paneli ile yaptiklari ¢alismada heterozigotluk orani

0.381 bulundugu goriilmektedir.

Ensembl (https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index) veri tabaninda, caligilan
22-X InDel lokusundan, 20 InDel lokusunun Avrupa, Afrika, Amerika, Giiney Asya, Dogu
Asya popiilasyonlarma ait alel frekanslar1 verilerine ulasilmis ve Tiirkiye popiilasyonu (bu
calisma) alel frekanslari ile karsilastirilmistir (Tablo XI). Karsilastirma sonucunda; Amerika

ile 4 lokusta (XID 1, XID 12, XID 15, XID 20), Afrika ile 7 lokusta (XID 3, XID 5, XID 9,
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XID 14, XID 15, XID 20, XID 22), Dogu Asya ile 9 lokusta (XID 8, XID 10, XID 11, XID
12, XID 13, XID 14, XID 15, XID 16, XID 20), Giiney Asya ile 4 lokusta (XID 13, XID 16,
XID 20, XID 21) farklilik oldugu saptanmistir. En ¢ok Avrupa’yla alel frekanslarinin benzer
oldugu gozlenmistir. XID 20 lokusunun Tirkiye ile karsilagtirilan tim popiilasyonlarda
(Avrupa popiilasyonu hari¢) Fst degerlerinde biiyiik farklilik vardir. Bu nedenle bu lokusun
Tirkiye popiilasyonuna 6zgii gen sikligi igerdigi ve heterozigotluk orani yliksek oldugu igin;
bundan sonraki biyocografik soy ile ilgili yapilacak ¢aligmalarda kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Ensembl veri tabaninda bulunan 15-X InDel lokusuna ait genotip
bilgilerinden yaralanarak Tiirkiye, Avrupa, Afrika, Amerika, Giiney Asya ve Dogu Asya
popiilasyonlarmin genetik farklilasmasi (Fst) Arlequin v.3.5.1.2 programi kullanilarak
karsilastirilmistir (Tablo XII). Buna gore; Tiirkiye popiilasyonu ile Avrupa popiilasyonu
arasinda 0.02706, Amerika popiilasyonu ile 0.03304 ve Giiney Asya popiilasyonu ile 0.04093
Fst degeri ile kiiciik bir genetik farklilasma oldugu goriiliirken, Tiirkiye popiilasyonu ile Dogu
Asya popiilasyonu arasinda 0.05097 ve Afrika popiilasyonu ile 0.07846 Fst degeri ile orta
diizeyde bir genetik farklilasma oldugu goézlendi. Tiirkiye popiilasyonu ile diger
popiilasyonlar1 karsilastirdigimizda en kiiclik genetik farklilasmanin Avrupa popiilasyonu ile

oldugu saptanmastir.

Bulunan Fst degerleri ile Mega X 10.0.5 programinda “komsu birlestirme” yontemiyle
filogenetik agac cizildi. Bu agag ile ¢esitli popiilasyonlarin Fst degerleri arasindaki farklilik
daha net bir sekilde goriilmektedir. Filogenetik agacta Tiirkiye, Asya, Afrika, Amerika ve
Avrupa popiilasyonlarmim bes farkli ana hatta bulundugu goriilmektedir (Sekil 16). Bu
filogenetik agacta, Tirkiye popiilasyonunun Avrupa, Giiney Asya ve Amerika

popiilasyonlarma daha yakim konumda oldugu goriildii.
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6. Sonug¢

Sonug olarak Tiirkiye popiilasyonu igin yiiksek polimorfizm goésteren 22-X InDel
lokusunun (rs2307557, rs67705557, rs72434864, rs59400186, rs2307741, rs16367,
rs2307762, rs16368, rs16632, rs16680, rs25581, rs16397, rs3048996, rs25582, rs11297248,
rs199639085, rs2308280, rs71948836, rs397825417, rs16460, rs62954660, rs67588758) adli
bilimlerde kullanilabilecegi belirlenmis olup, alel frekanslari, p degeri ve diger adli istatistik
parametreleri saptanmistir. 22-X InDel panel tek basina ¢alisildiginda; hem kimliklendirmede
hem de nesep tayinlerinde kullanilabilmesi i¢in gerekli ayrim ve diglama giiciine sahip oldugu
saptanmustir. Cesitli popiilasyonlarla Tiirkiye popiilasyonunun genetik farklilasmasi (Fsr)
karsilastirildiginda Avrupa popiilasyonunun Tiirkiye popiilasyonuna en yakin topluluk oldugu
belirlenmistir. Yeni 22-X InDel paneli, Tiirk kriminal laboratuvarlarinda olgu aydinlatmada
kullanilabilecektir. InDel’lerin degrade ve az miktardaki 6rneklerde, STR lokuslarinin
tiplendirmede yetersiz kaldig1 durumlarda ve SNP’ ye gore daha az maliyetle ve kisa siirede
basarili genotip analizi yapilabilmesi gibi 06zelliklerinden dolayr adli  genetik

laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilmaya baslanacag diisiiniilmektedir.
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7. Ozet ve Anahtar Kelimeler

Son yillarda 6nem kazanan genetik varyasyonlardan InDel (insersiyon-delesyon)
genomda niikleotidlerin, eklenmesi veya ¢ikarilmasi sonucu olusan polimorfizm ¢esididir.
InDel’ler tiim, insan, DNA polimorfizminin yaklasik %16’sin1 olusturur. Bu lokuslar hem
somatik kromozomlarin hem de cinsiyet kromozomlarinin iizerinde bulunmaktadir. Ayrim
giicleri ve heterozigotluk oranlar1 yiiksektir. Popiilasyonlar arasinda iyi ayrim sagladig: i¢in
ozellikle biyocografik soy arastirmalarinda ve kimliklendirme ¢alismalarinda tercih
edilmektedir. X kromozomu iizerindeki InDel lokuslari; babalik tayininde, nesep davalarinda,
akrabalik iligkilerinde, felaket kurbanlaria ait DNA profillemesinde, olay yerinden toplanan
biyolojik delillerin kimliklendirilmesinde kullanilabilir. PCR iriinleri kiiciik oldugundan
degrade ve eser miktardaki 6rneklerde basarili tiplendirme yapmak miimkiindiir. InDel’lerin
rutin kriminal laboratuvarlarda olgu ¢6ziimiinde kullanilabilmesi i¢in ilgili popiilasyondaki
goriilme sikliginm bilinmesi gerekmektedir. Bu amagla bu proje kapsaminda X
kromozumunda bulunan 22 InDel lokusunun Tiirkiye’deki gen sikliklar1 belirlenmistir.
Bunun i¢in; Tirkiye’ nin tiim boélgelerini yansitacak sekilde 250 goniilliiden (126 erkek, 124
kadin) alinan agiz i¢i siirintii orneklerinden ilk asamada, DNA izole edilmis ve miktar1
belirlenmistir. Ikinci asamada; bu tez calismasiyla birlikte paralel olarak yiiriitiilen “X
Kromozomu Uzerinde Bulunan InDel Lokuslarma Ait Multipleks Panel Gelistirilmesi” adli
calisamada yapilan optimizasyon ve validasyon calismasindan sonra InDel lokuslarna ait
panelin PCR’1 yapilarak ¢ogaltilmistir. Ugiincii asamada; PCR iiriinlerinin elektroforezi ve
analizi yapilmustir. En son asamada; Genemapper” v.4 genetik analizérde gen sikliklari
belirlenmistir. Her bir lokusun Arlequin v.3.5.1.2 programinda HW dengesi ve popiilasyonlar
aras1 farkhilasmas1 (Fst) Promega PowerStats Microsoft® Excel dosyasi ile de adli istatiksel
parametreleri hesaplanip, Fst sonucuna gére Mega X v.10.0.5 programinda filogenetik agag

cizilmistir. 22 InDel lokusunun ortalama heterozigotlugu 0,4690; 22 lokus birlikte
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calisidiginda ayrim giici % 99 olarak bulunmustur. 22-X InDel panel tek basmna
calisildiginda; hem kimliklendirmede hem de nesep tayinlerinde kullanilabilecek oranda
gerekli dislama ve ayrim giicline ulasilabildigi saptanmustir. Tiirkiye popiilasyonunun gesitli
popiilasyonlar (Avrupa, Afrika, Amerika, Giiney Asya ve Dogu Asya) ile genetik
farklilagmasi1 karsilagtirildiginda en kiiciik farklilasmanin Avrupa popiilasyonu ile oldugu

gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: insersiyon-delesyon polimorfizmi, X kromozomu, popiilasyon genetigi,

adli DNA analizi, adli genetik
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8. Ozet (Ingilizce)

In recent years, InDel (insersion-deletion) is a polymorphism that occurs as a result of the
addition or subtraction of nucleotides in the genome from the genetic variants that have
gained importance. The InDels make up about 16% of all human DNA polymorphisms. These
locus are located on both somatic chromosomes and sex chromosomes. Power of
discrimination and heterozygosity rates are high. It is preferred especially for biogeographical
ancestry research and identification studies, as it provides a good distinction between
populations. InDel locus located on chromosome X can be used in paternity and maternity
cases, kinship relationships, DNA profiling of disaster victims, identification of biological
evidence collected from crime scene. Since PCR products are small, it is possible to make a
successful typing in degraded samples and trace quantities. In order to be able to use InDels in
the solution of cases in routine criminal laboratories, it is necessary to know the frequency of
the cases in the relevant population. 22 InDel locus of X chromosome have been identified
gene frequencies in Turkey. For this purpose at the first stage, DNA was isolated and the
amount was determined of the buccal swab samples taken from 250 volunteers (126 males,
124 females) to reflect all regions of Turkey. In the second stage, after optimization and
validation studies carried out in parallel with this thesis study, “Multiplex panel development
of InDel locus located on X chromosome”, the panel of InDel locus was amplification by
PCR. In the third stage, electrophoresis and analysis of PCR products were performed. At the
latest stage; gene frequencies were determined in the Genemapper®™ v.4 genetic analyzer. The
HW balance and the differentiation between populations (Fst) of each locus were calculated
in the Arlequin v.3.5.1.2 program. With the PowerStats Microsoft® Excel file, the forensic
statistical parameters were calculated. And the phylogenetic tree was drawn in the Mega X
v.10.0.5 program according to the Fst result. The average heterozygosity of 22 InDel locus

was 0.4690. When 22 locus were studied together, the discrimination power was 99%. 22-X
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InDel panel working alone; it was determined that the necessary power of exclusion and
power of discrimination could be used both in identification and in the determination of
kinship relations. In comparison with the genetic differentiation of Turkey population with
various populations (Europe, Africa, America, South Asia and East Asia), the smallest

difference was observed with the European population.
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EK-2 Bilgilendirimis Olur Formu

Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii’'nde yiiksek lisans tezi amaciyla yapilacak bir
arastirmaya katilmaniz istenmektedir. Caligmaya katilip katilmama karari1 tamamen size aittir.
Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden Once arastirmanin neden yapildigini
bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢alismanin neleri i¢erdigini ve olasi yararlarmi risklerini
ve rahatsizlik verebilecek konular1 anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice
okumak i¢in zaman ayiriiz. Eger calismaya katilmaya karar verirseniz imzalamaniz i¢in size
bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir. Formu imzalamaniz ¢caligmanim kapsami
ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve kararinizi serbestge verdiginizi belirtmektedir. Bu
onay formunun bir kopyasi size verilecektir. Bu formda anlamadigmiz ifadeler varsa
calismadaki arastirmacilara sorarak bilgi edinebilirsiniz.

X Kromozomu InDel Lokuslarinin Tiirkiye’deki Gen Sikhg:

Adli olgularda olay yerinden gelen 6rnekler (kan, kil, meni, vajinal sivi, tiikiirtik, dis vb.)
genellikle az miktarda bulunmaktadir ve ¢evresel kosullara bagli olarak bozulmaktadir. Bu tiir
biyolojik ornekler ile DNA analizi yapilabilmesi i¢in yeni metodlar gelistirilmistir.
Gilintimiizde X kromozomu iizerinde bulunan genetik isaretler kullanilmaktadir. Son yillarda
adli kimliklendirmede InDel (insersiyon-delesyon)’ler kullanilmaya baslanmistir. Bu
lokuslar; babalik tayininde, nesep davalarinda, akrabalik iliskilerinde, felaket kurbanlarina ait
DNA profillemesinde, olay yerinden toplanan biyolojik delillerin kimliklendirilmesinde
kullanilabilmektedir.

Bu calismada X kromozomunda ki 24 InDel lokusunun iilkemizde kimliklendirmede ve
nesep tayininde kullanilabilesi i¢in, bu lokuslarm iilkemiz (Tiirkiye) popiilasyonundaki gen
frekanslarmin belirlenmesi gerekir. Bu amaca yonelik olarak bu ¢alismada X kromozomunda
ki inDel lokuslarmin Tiirkiye toplumundaki gen frekanslar1 belirlenerek adli bilimlerde
kullanim1 saglanacaktir.

Uygulanacak yontem su sekildedir: Once sizden almilacak agiz ici siiriintii drneginden
DNA izole edilecek ve miktar1 belirlenecektir. Sonra PCR teknigi ile 24 InDel lokusu
cogaltilacak ve PCR firiinlerinin elektroforezi ve analizi yapilacaktir. En son elde edilen
genotiplerin alel frekanslar1 hesaplanacaktir.

Arastirmaya katilmak tamamen goniilliilik esasmna baglidir. 6698 sayili kanununun 11.
Maddesi uyarinca 6grenme, bilgi talep etme, diizeltilmesini talep etme ve verileri yok etme
hakkiniz bulunmaktadir. Arastirmaya katildiginizda, arastirmanin herhangi bir asamasinda bir
gerekce gostermeksizin ayrilabilirsiniz. Bunun i¢in herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz
kalmasi s6z konusu degildir. Ayrica, arastirmaci tarafindan da gerek goriildiiglinde
katilimcimin aragtirma dis1 birakilacagi bildirilebilir.

Alman kigisel veriler, hukuka ve diiriislik kurallarina, bilimsel ¢aligma kurallarina uygun
olarak, isbu proje kapsaminda ve projenin yapilmasi amaci ile smirli ve dl¢lide anonim olarak
kullanilacaktir. Kisisel veriler igbu projenin yapilip bitirilmesi igin gerekli olan siire ile smirl
olarak muhafaza edilecektir. Kisisel veriler projenin sona ermesini miiteakip proje yiiriitiiciisii
tarafindan silinecek veya anonim hale getirilecektir.
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Sizden arastirma ile ilgili herhangi bir para talebinde bulunulmayacagi gibi kendisine de
O0deme yapilmayacaktir. Bagli bulundugunuz Sosyal Gilivenlik Kurumundan (SGK)dan
herhangi bir ticret alinmayacaktir.

Arastirmanin sizin aginizdan hedeflenen herhangi bir klinik yarar1 bulunmamaktadir.

Aragtrma konusu ile ilgili ve sizin arasgtirmaya katilmaya devam etme isteginizi
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde siz ya da yasal temsilciniz zamaninda
bilgilendirilecektir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasmdan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verilmektedir.

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini gonillii; 100-150 kisidir. Sizden pamuklu
cubukla agizdan siiriintii 6rnegi almacaktir. Sizden elde edilecek olan biyolojik materyal;
proje yiirlitliciisii tarafindan tibbi personel yonetiminde ve denetiminde gerekli Ornekler
alinacaktir. Arastirma ile ilgili analizler .U Adli Tip Enstitiisi AR-GE Laboratuvarinda
yapilacaktir.

Kendi haklariniz hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir bilgi almak istediginizde,
sorumlu arastirmaci Goniil Filoglu’dur. Arastirmaciya giiniin 24 saatinde erisebilecek telefon
numarast; 0(532) 2260828 “dir.

Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formundaki tiim a¢iklamalart okudum. Bana, yukarida konusu
ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agciklama asagida adi belirtilen gorevli
tarafindan yapudr. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz  olarak arastirmadan ayrilabilecegimi veya kendi istegime bakilmaksizin
arastirmact tarafindan da arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

Soz konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katiimayr kabul
ediyorum.

“X Kromozomu InDel Lokuslarimin Tiirkiye’deki Gen Sitkligt” yiiksek lisans tez ¢alismast
kapsaminda alinan agiz i¢i stiriintii-tiikiiriik orneginin  (Goniillii tarafindan uygun olan sik
isaretlenmelidir)

L] Sadece yukarida bahsi gegcen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum.

L] Jleride yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

[] Hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

Goniilliiniin Ad1 Soyada:
Goniilliiniin imzas

Tarih:



Yetkin Arastirmacinin Adi-Soyadi: Goniil Filoglu
Yetkin Arastirmacinin imzasi:

Tarih:
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Ornek | XID1 | XID2 | XID3 | XID4 | XID5 | XID6 | XID7 | XID8 | XID9 |XID10|XID11 |XID12 | XID13 | XID14 | XID15 | XID16 | XID17 | XID18 | XID19 | XID20 | XID21 | XID22
S1 del | del | del ins del ins | del | del ins ins del ins ins ins del del ins ins ins ins ins del
S2 del | ins ins ins del ins | ins | ins del del ins Del del del ins ins ins del ins ins ins ins
S3 ins | ins ins | del del del | ins | del del del ins ins del ins ins ins ins del ins ins ins ins
S4 ins | ins | del ins ins del | ins | del ins del del del ins del del ins ins ins ins del ins del
S5 ins | ins ins | del del ins | del | del ins del ins ins del del ins ins ins ins ins ins ins ins
S6 ins | ins del ins ins ins | del | ins del ins ins ins del del del ins ins del ins del del ins
S7 ins | del | del ins ins del | del | ins del del ins del del del del ins ins del ins ins ins del
S8 del | ins del | del del ins | ins | ins del del ins del ins del ins del del ins ins del del del
S9 del | ins ins ins del del | ins | del ins ins ins ins del del del del del del ins ins ins ins
S10 ins | del ins ins del ins | ins | del ins del del del del ins del ins ins ins del del del del
S11 ins | del | indel |indel| indel |indel|indel| del | indel | del | indel | del del del ins | indel | indel | indel | indel | ins | indel | indel
S12 del | del | del ins | indel |indel|indel|indel| indel | ins del | indel | ins del del | indel | indel | indel | ins ins | indel | ins
S13 ins |indel | indel |indel| del [|indel| ins |indel| indel | del | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | del ins | indel | indel | indel
S14 ins |indel | indel |indel| indel | del | ins | del | indel | del ins del del del | indel | indel | indel | del | indel | ins | indel | indel
S15 indel | ins | indel | del | indel | del | del [indel| indel | indel | ins del | indel | indel | ins | indel | indel | del del | indel | del | indel
S16 indel |indel| ins |indel| indel | del |indel| del | indel | indel | indel | del ins | indel | indel | del ins | indel | del | indel | del | indel
S17 ins | del | del |indel| indel |indel| ins |indel| indel | ins | indel | indel | ins del | indel | del | indel | indel | indel | del | indel | ins
S18 ins |indel | indel |indel| indel | del | ins | del | indel | del | indel | ins del | indel | ins | indel | indel | indel | indel | ins | indel | indel
S19 indel | del | indel | ins del del | del |indel| indel | del del ins | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | del del del
S20 indel [ indel| ins ins | indel | del |indel| del | indel | del del ins | indel | indel | indel | indel | del | indel | ins del | indel | indel
S21 indel | ins | indel |indel| ins del | del | ins del | indel | ins ins ins | indel | ins | indel | del | indel |indel | del | indel | ins
S22 del | ins ins ins del del | ins | del ins ins ins ins del del del del del del ins ins ins ins
S23 del | ins ins del ins del | ins | del del del ins del ins ins ins ins ins del ins ins del ins
S24 ins | ins ins del del del | ins | del del del ins del del ins ins del ins del del del del del
S25 del | ins ins ins del del | ins | del ins del ins ins del ins del ins ins ins ins ins ins ins
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S26 indel| ins ins |indel| indel |indel|indel| del | indel | del | indel | del del | indel | indel | indel | del ins ins | indel | del del
S27 ins | ins ins | del ins ins | ins | del del del ins del ins del ins ins ins ins ins ins del ins
528 del | ins del ins ins del | ins | ins ins ins ins ins ins del ins del ins ins del del ins del
S29 ins | del ins |indel| indel |indel| ins |indel| indel | indel | del ins | indel | del | indel | indel | indel | indel | indel | del | indel | ins
S30 indel | del ins |indel| del |indel| del | del | indel | del ins | indel | indel | del | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | del
S31 ins | ins del | del del del |indel|indel| indel | del | indel | ins | indel | del ins | indel | indel | indel | ins ins del | indel
S32 ins | del ins |indel| del |indel|indel| del | indel | del del del | indel | del | indel | indel | indel | indel | indel | ins ins del
S33 indel| del | indel | ins del ins | del [indel| del ins del del del del | indel | indel | ins | indel | ins | indel | ins | indel
S34 ins |indel| indel | ins | indel | del | ins | del | indel | indel | ins | indel | ins del | indel | del | indel | indel | indel | indel | ins | indel
S35 del | del ins ins del del | ins | ins ins del del del ins del ins ins del ins del ins ins ins
S36 ins | del ins ins del ins | ins | del ins del ins del ins del ins del del ins ins ins del ins
S37 ins | ins ins | del del del | ins | del ins del ins del del del ins del ins del ins ins ins del
S38 ins | del | del ins del del | ins | del ins ins ins del ins ins ins ins ins ins ins del ins ins
S39 ins | ins ins | del del del | ins | del del del del ins ins del ins del del ins ins ins ins ins
S40 del | ins ins ins ins ins | ins | del del del ins del ins del ins ins ins ins ins ins del ins
s41 del | ins ins ins del del | del | ins ins ins ins del ins ins ins del ins ins ins ins ins ins
S42 ins | ins ins ins del ins | ins | del ins del del del del ins ins ins ins ins ins del del del
s43 ins | ins ins ins del del | del | del del del ins ins ins ins ins del ins ins ins ins ins del
S44 del | del ins ins ins ins | ins | ins ins ins del ins del del ins del del ins ins del ins del
S45 ins | del | indel |indel| indel | del |indel| del ins del ins del ins del ins ins | indel | del del del | indel | ins
S46 del | ins ins ins | indel |indel| ins | ins | indel | indel | ins del ins | indel | indel | del del del | indel | indel | ins del
S47 ins | del | del ins del ins | del | del ins del del del ins del del del ins del del del del del
S48 ins | del ins ins del del | del | ins del ins ins del del ins ins ins del del del del del ins
S49 ins | ins ins | del del del | del | ins ins del ins del ins del del del del ins del del ins del
S50 ins | del | del | del del del | ins | del ins del del del del del del del del ins del del ins del
S51 del | ins ins | del del ins | del | del ins del del ins ins del del del del del del del ins ins
S52 del | del ins del del del | ins | ins ins del del ins ins del del del del ins del ins ins ins
S53 ins | ins ins ins del del | ins | ins ins del del ins del del del del ins ins ins del ins ins
S54 ins | ins del ins del del | del | del del ins del del ins del ins del del ins del ins ins ins
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S55 del | del ins | del ins del | del | del del del del del ins ins ins del del del ins ins del ins
S56 del | del | ins | ins | del ins | del | del ins del ins del del del ins del del ins ins del ins ins
S57 ins | ins ins | del ins del | ins | ins del del ins del ins del ins ins del ins ins del ins ins
S58 ins | del ins ins ins ins | ins | del ins del ins ins ins del ins del del ins ins ins ins ins
S59 ins | ins ins ins ins del | del | ins ins del del del ins del ins del ins del ins ins ins ins
S60 ins | ins | indel |indel| indel |indel| ins | del del del | indel | del | indel | del | indel | ins del del | indel | ins | indel | indel
S61 ins |indel| del |indel| indel | ins |indel| del ins del | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | ins | indel | ins | indel | ins
S62 ins |indel | indel |indel| indel |indel|indel|indel| ins | indel | indel | indel | ins del ins del del ins | indel | indel | indel | indel
S63 ins |indel| ins |indel| del ins |indel [indel | ins ins ins del del | indel | indel | indel | del | indel | indel | indel | indel | indel
S64 indel | ins ins |indel| del del | ins | del ins del | indel | del ins del del ins del del | indel | indel | del del
S65 indel [ indel | indel |indel| indel | del |indel|indel| indel | indel | ins | indel | indel | indel | indel | ins ins | indel | del del | indel | del
S66 indel | del | del ins | indel | del |indel|indel| indel | del ins ins ins | indel | del ins | indel | indel | ins del del del
S67 indel | ins | indel |indel| del del | ins |indel| ins | indel | ins ins | indel | del ins ins | indel | ins | indel | del | indel | ins
S68 ins |indel| del ins ins del | del |indel| indel | del | indel |indel | ins | indel | del del ins del del del del | indel
S69 indel | del ins |indel| del del [indel|indel| ins | indel | del del | indel | indel | indel | ins | indel | indel | indel | indel | del | indel
S70 indel | del ins |indel| del [indel| del |indel| indel | indel | ins | indel | indel | del | indel | indel | ins |indel | ins | indel | del | indel
S71 ins |indel| ins ins | indel |indel|indel|indel| indel | indel | indel | indel | indel | del | indel | indel | indel | ins ins | indel | indel | indel
S72 ins | ins ins ins | indel |indel|indel|indel| del | indel | indel | del ins | indel | indel | indel | ins ins ins ins ins | indel
S73 ins | del ins | del | indel |indel| ins | ins ins del | indel | indel | indel | del ins | indel | indel | indel | ins del ins | indel
S74 del [indel| ins |indel| del del [indel|indel| ins | indel | indel | ins ins del ins del ins | indel | indel | indel | ins ins
S75 ins | ins ins ins | indel | ins |indel| del | indel | indel | ins del del | indel | indel | indel | indel | indel | indel | ins | indel | indel
S76 indel [ indel| ins ins | indel | del | del |indel| del ins ins ins | indel | del |indel | del | indel |indel | ins del | indel | indel
S77 indel | del ins ins | indel | ins |indel|indel| ins | indel | indel | del del del del | indel | indel | indel | ins | indel | ins ins
S78 indel | ins ins | del del |indel| del | ins ins del ins del | indel | del ins del | indel | del del del | indel | ins
S79 indel [indel| ins |indel| indel |indel| ins | del del del ins del del | indel | ins del | indel | indel | ins del ins ins
S80 indel |indel| del |indel| indel |indel| ins |indel| indel | indel | ins | indel | ins del | indel | del | indel | ins del | indel | ins ins
s81 ins | del ins |indel| indel |indel| del |indel| ins del del |indel | del | indel | ins | indel | indel | ins | indel | indel | indel | del
S82 ins |indel| del |indel| indel |indel| del |indel| ins del del |indel | ins | indel | del | indel | indel | del | indel | del ins del
S83 indel | del ins |indel| del ins |indel [indel| ins | indel | del ins ins | indel | ins | indel | indel | indel | ins | indel | ins | indel
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S84 ins |indel | indel |indel| ins del | del | del del | indel | del | indel | indel | del del del ins del | indel | del ins | indel
S85 ins |indel| del |indel| indel | del | del | del | indel | del | indel | del | indel | indel | del ins | indel | del | indel | del ins | indel
S86 indel | indel | ins del | indel |indel| ins |indel| del del | indel | indel | indel | del | indel | indel | indel | indel | ins | indel | ins ins
S87 ins | ins ins ins del |indel|indel| del ins del | indel | del | indel | indel | indel | ins | indel | ins ins del | indel | indel
S88 ins | ins ins ins del del | del | del ins del ins | indel | del del del | indel | del | indel | indel | indel | ins del
S89 ins | del ins |indel| del ins | del | del ins del del ins ins | indel | ins del del ins ins ins ins ins
S90 indel| ins | indel |indel| indel |indel [indel|indel| del | indel | indel | indel | indel | del | indel | indel | ins del ins | indel | indel | ins
S91 indel | indel| del |indel| indel | del | ins |indel| indel | indel | indel | del ins | indel | del | indel | indel | ins del del | indel | ins
S92 indel | ins | indel |indel| indel | ins | del | ins del del ins del | indel | del | indel | del del del ins del ins del
S93 ins |indel | indel |indel| indel | del | ins | del ins | indel | ins | indel | indel | del del | indel | indel | indel | del | indel | del del
S94 ins | del ins | del del ins | ins | del | indel | indel | indel | indel | ins del | indel | ins | indel | del ins | indel | indel | del
S95 ins |indel | indel |indel| del ins |indel | del ins | indel | indel | del | indel | indel | ins | indel | indel | ins ins del ins del
S96 indel | del | indel |indel| ins |indel| del | del | indel | del ins del del del | indel | indel | indel | indel | del del ins | indel
S97 indel | del | indel |indel| indel |indel|indel| del ins | indel | indel | indel | del | indel | ins del ins ins ins | indel | ins | indel
S98 del [indel| ins |indel| del |indel| del | del del del | indel | ins | indel | del | indel | indel | indel | indel | ins ins | indel | ins
S99 indel |indel| ins |indel| del ins |indel| del | indel | del ins del del ins | indel | indel | ins del | indel | indel | ins ins
S100 |indel| ins | indel |indel| indel |indel| ins |indel| ins del | indel | indel | indel | del ins | indel | indel | indel | ins | indel | ins | indel
S101 |indel|indel| indel |indel| indel |indel|indel|indel| indel | del ins | indel | ins del | indel | ins | indel | indel | ins | indel | ins | indel
S$102 |indel|indel| ins |indel| indel |indel| del | del ins del ins | indel | indel | del | indel | del | indel | indel | indel | indel | indel | ins
S103 | del |indel| indel | del | indel |indel|indel| del | indel | del | indel | indel | indel | del | indel | ins | indel | indel | ins ins ins | indel
S104 |indel| del ins |indel| ins [indel| del | ins | indel | indel | del | indel | indel | del | indel | ins ins | indel | indel | ins | indel | indel
S105 |indel| ins | indel |indel| del ins | ins |indel| del ins ins del ins del | indel | del del ins | indel | ins ins ins
S106 | del |indel| ins |indel| del ins | ins | del ins del | indel | del ins ins | indel | indel | ins ins | indel | indel | ins ins
S$107 |indel|indel| indel |indel| indel |indel| ins | del ins del del del | indel | del | indel | indel | indel | ins ins | indel | ins ins
S108 |indel|indel| ins |indel| indel | ins | del |indel| indel | indel | del | indel | ins del | indel | ins | indel | del ins ins ins ins
S109 ins | del ins ins ins ins | ins | del ins del del del del del ins del del ins ins del ins del
S110 |indel| del ins |indel| del del |indel|indel| ins del | indel | del | indel | indel | indel | del ins | indel | indel | indel | indel | ins
S111 |indel|indel| indel | del | indel |indel| del | del | indel | del | indel | del | indel | del ins | indel | ins del ins del | indel | ins
S112 |indel|indel| indel |indel| indel [indel| ins | del | indel | del ins del | indel | indel | indel | del | indel | indel | del | indel | del ins
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S113 |indel|indel| ins ins | indel | del | ins | del del | indel | del del | indel | indel | indel | indel | ins del ins ins ins ins
S114 |indel| del ins |indel| indel |indel| ins |indel| ins | indel | indel | del | indel | indel | indel | indel | indel | ins | indel | del ins | indel
S115 |indel|indel| ins del del ins |indel [indel| indel | indel | del | indel | indel | del ins del | indel | ins ins ins ins ins
S116 |indel|indel| indel | ins | indel | del | ins | del ins del del | indel | ins del ins | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel
S117 |indel| ins | indel |indel| indel [indel|indel|indel| indel | del ins ins ins del ins | indel | ins del ins del ins | indel
S118 | ins | del ins ins ins ins | ins | del del del del del del ins ins del del del ins ins del ins
S119 | del | del | del | ins | del ins | ins | ins ins del ins ins del del del del ins del del del ins ins
S120 ins | del ins ins del ins | ins | del ins del del del ins del ins del ins ins ins ins ins del
S121 | del | ins ins | del del ins | ins | del ins ins ins del del ins del ins ins del ins ins del ins
S122 ins | del | del ins del del | ins | del ins ins ins del ins ins ins ins ins ins ins ins del del
S123 ins | del | del | del del ins | ins | del ins del del del ins ins del ins ins del del del ins ins
S124 ins | ins del ins del del | ins | del del del ins del del ins del del ins ins del ins ins del
S125 ins | ins del ins del del | ins | ins ins del ins del ins del del del ins ins ins ins ins ins
S126 ins | del ins ins ins ins | ins | del ins del ins del ins del ins del del ins ins del ins ins
S127 | del | ins ins | del del del | del | del del ins ins del ins ins del ins ins ins ins del ins ins
$128 ins | del ins ins ins ins | del | ins del del del del del del ins del del del ins del ins ins
S129 ins | del | del ins del ins | ins | del del del ins del ins ins ins ins ins del ins del del ins
S130 | del | ins ins ins ins del | ins | ins ins del ins ins del del del del del del del del ins ins
S131 ins | ins del | del del del | ins | del del del ins del ins ins del ins ins del del ins ins ins
$132 ins | ins del | del del ins | del | del del del ins del del del ins ins del del del del del ins
S133 ins | ins ins ins ins ins | del | ins ins del del ins del del ins ins del del del ins del del
S134 ins | del ins ins ins ins | ins | del ins del ins del ins del ins del del del ins ins del del
S135 ins | del ins ins del del | ins | del ins del del ins ins ins ins del del del del del del del
S136 | del | del ins ins del del | del | del del ins ins ins del del ins del del del ins del del del
S137 | del | del ins ins del ins | del | ins ins del del del ins ins ins ins del ins ins ins del del
$138 ins | del | del | del del del | ins | del del del ins del del del ins del ins del del del ins ins
S139 ins | del ins ins del del | ins | del ins ins ins del del del ins ins ins del del del del ins
S140 ins | ins del ins ins ins | del | ins ins del ins del del del ins del ins del del ins ins ins
S141 ins | ins ins ins ins del | ins | del ins del del del ins del del ins ins ins ins del ins del
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5142 ins | del ins ins ins del | del | ins del del ins ins ins del ins ins del ins ins ins ins ins
5143 ins | ins | del ins ins del | ins | del ins del ins del del del del ins ins del del del del del
S144 ins | ins del | del del ins | ins | del ins ins ins ins ins ins del ins ins ins del del ins del
S145 ins | ins ins ins del ins | ins | del del del del ins ins del ins del ins ins ins ins ins ins
S146 | del | ins ins | ins ins | del | del | del | del del ins del ins ins ins del ins ins ins ins ins del
S147 | del | ins ins | del | del | del | ins | ins del del ins del del del ins del ins ins ins ins ins del
S148 | ins | ins | del | del | del | del | del | del ins del del del ins ins del ins ins del del del del del
S149 ins | ins ins ins del ins | ins | ins del del ins del del del ins ins ins del ins ins ins del
S150 ins | del ins ins ins ins | ins | del ins del del del del del ins del del ins ins del ins del
S151 ins | ins ins | del del ins | ins | del del del ins ins del ins ins ins ins del ins ins ins ins
S152 ins | ins ins ins del ins | ins | ins del del ins del ins ins ins del ins del ins del ins ins
S153 | del | del ins ins ins del | del | ins ins del ins del ins del ins ins del ins ins del ins ins
S154 | del | ins ins ins del ins | del | del del ins del ins del del ins del del ins ins ins ins ins
S155 ins | del ins ins del ins | del | del ins del ins del ins del ins del ins del ins del ins ins
S156 | del | ins ins ins del ins | del | del del del del del del del ins del ins ins ins ins ins del
S157 ins | ins ins | del del ins | del | del del del ins ins del del ins del ins ins ins ins ins del
S158 ins | del ins ins ins ins | ins | del ins del del ins del del ins del ins ins ins del ins ins
S159 ins | del | del ins ins del | ins | del del del ins del ins ins ins ins del del ins del del ins
S160 ins |indel| ins |indel| indel |indel|indel|indel| indel | del del ins ins del | indel | del ins | indel | ins | indel | ins | indel
S161 ins | ins | indel | ins del del | ins | del | indel | del ins del | indel | del ins | indel | indel | indel | indel | ins | indel | del
$162 ins | ins ins |indel| indel | ins |indel| del del | indel | ins | indel | ins del | indel | indel | ins ins | indel | indel | ins | indel
S163 |indel| del | del ins ins del | del |indel| ins del ins del | indel | indel | ins del | indel | indel | ins ins | indel | ins
S164 |indel|indel| ins |indel| del ins | del [indel| ins | indel | indel | del ins del | indel | indel | ins | indel | ins | indel | ins | indel
S165 ins |indel| indel |indel| del [indel|indel| del | indel | del | indel | ins ins del | indel | indel | ins | indel | indel | del del | indel
S166 ins | ins ins ins del del | ins | del del | indel | indel | del | indel | del ins | indel | ins del | indel | del ins del
S167 ins | del | indel | ins del del | ins | del | indel | del | indel | del | indel | indel | indel | del | indel | indel | ins ins | indel | indel
S168 |indel|indel| ins ins ins |indel [indel|indel| ins del ins | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | del | indel | indel
S169 ins | del ins ins | indel | ins | ins | del | indel | indel | indel | del ins del ins del ins | indel | indel | del | indel | ins
S170 ins | del ins |indel| indel | ins | ins |indel| indel | indel | indel | del ins | indel | indel | ins | indel | ins del | indel | del ins
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S171 |indel| ins | indel | ins | indel |indel| ins | del ins del ins del del del ins | indel | ins | indel | del del | indel | del
S172 ins |indel| ins |indel| del ins | ins [indel| indel | indel | del del | indel | indel | indel | del ins del ins del | indel | ins
S173 |indel| del | indel |indel| del |indel|indel| ins ins del | indel | indel | del del | indel | indel | del ins ins | indel | indel | indel
S174 ins | del ins ins | indel [indel|indel| del | indel | del | indel | del | indel | indel | ins | indel | del ins ins ins | indel | indel
S175 |indel|indel| ins |indel| del del | ins | ins | indel | del ins ins ins del | indel | ins del ins ins | indel | indel | ins
S176 |indel| del ins |indel| indel | ins | del |indel| indel | del | indel | del | indel | ins ins | indel | indel | del del | indel | del | indel
S177 |indel|indel| indel | del | indel | del | ins | del | indel | indel | indel | indel | ins del | indel | indel | indel | indel | ins ins | indel | ins
S178 |indel|indel| ins del | indel |indel| ins | del ins | indel | indel | del del del | indel | indel | ins | indel | del | indel | indel | indel
S179 | del | ins ins |indel| indel | del |indel|indel| indel | indel | ins del ins del del ins ins | indel | indel | ins ins | indel
S180 |indel| del ins | del del del | del | del | indel | del ins del ins | indel | ins ins | indel | ins | indel | del | indel | indel
S181 |indel|indel| indel | ins del del | ins | del ins ins del | indel | indel | ins ins del del | indel | ins del | indel | indel
5182 |indel|indel| ins |indel| del [indel|indel| del del del ins | indel | indel | del ins | indel | indel | ins del del del | indel
$183 ins | del ins |indel| del del | ins | ins | indel | indel | indel | indel | ins del | indel | indel | indel | indel | del del del | indel
S184 ins | del | indel |indel| del [indel| ins |indel| indel | del | indel | indel | ins del ins ins ins ins | indel | ins | indel | indel
S185 ins | del | indel |indel| indel | del |indel| del ins del ins del ins del ins | indel | indel | ins del ins | indel | ins
S186 | del |indel| indel |indel| indel |indel|indel| ins ins | indel | ins del ins | indel | ins del ins ins del | indel | del | indel
S187 ins |indel| ins | del | indel | del | ins | del ins | indel | ins |indel | ins | indel | del | indel| ins ins ins ins ins | indel
5188 ins | ins ins | del del ins | del | del del del del del del del ins ins ins ins ins ins ins del
S189 ins | ins ins ins del del | del | del ins del del del del del ins del ins ins ins ins ins ins
$190 ins | ins ins | del del ins | ins | del del ins ins del ins del del del ins ins ins del del del
S191 ins | ins ins ins del ins | del | del del ins ins ins del del del del ins ins ins ins ins ins
$192 ins | del ins ins ins del | ins | del del del del del del ins ins ins ins del ins ins ins del
$193 ins | del ins | del ins del | ins | del ins del del del del del ins del ins ins ins del ins ins
$194 ins | ins ins ins ins del | ins | del del del ins ins del del ins del del ins ins del del ins
S195 ins | ins ins ins del ins | ins | ins ins del del del ins del ins del ins ins ins ins ins del
$196 ins | ins ins | del del ins | ins | ins ins del ins ins ins del ins del ins del del del del ins
S197 ins | ins ins ins ins ins | ins | ins ins del ins ins del del del ins del del ins ins ins del
$198 ins | ins ins ins del del | ins | del ins del ins del del del ins del ins del ins del del ins
$199 del | ins ins ins del ins | del | ins ins ins ins del ins del del del del del ins del ins ins
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S200 ins | ins ins ins del del | ins | ins ins del ins del ins del ins del del del ins ins ins del
5201 ins | del ins | del | del ins | ins | ins ins ins ins del del del ins del ins del del del del ins
5202 ins | ins ins | del | del ins | del | del del del del del del del del ins del del ins ins del ins
S203 ins | del ins ins ins ins | del | ins del del ins ins del del ins ins ins del ins del del ins
S204 | ins | del ins ins ins ins | del | del del del ins del ins del ins ins ins ins ins del ins ins
S205 ins | del ins ins del ins | del | del del del ins del ins del del ins del del ins del del ins
S206 | ins | ins | del | del | del | del | ins | del del del ins del ins del ins ins del del del del ins del
S207 ins | del ins ins ins del | ins | ins del del ins ins ins del del del del ins ins ins del del
S208 ins | del ins ins ins ins | del | del ins del ins del del del ins del ins ins ins del del ins
S209 ins | ins ins ins del del | ins | del del del ins ins ins del ins del ins ins ins ins ins ins
S210 ins | ins del | del del ins | ins | del ins del ins del ins del del del del del del del del del
S211 ins | ins ins ins del del | del | del del del ins ins ins del del del ins ins del ins ins del
S212 ins | ins ins ins del del | del | ins ins del ins del del del del ins ins ins ins ins ins del
S213 ins | ins ins ins ins ins | ins | ins ins del ins del ins ins del del del del ins del ins ins
S214 ins | ins ins | del ins ins | ins | ins ins ins del del ins del del ins ins ins ins del ins del
S215 ins | ins del ins ins del | del | del del del ins del ins del ins ins ins ins ins ins ins ins
S216 ins | del | del ins ins ins | del | ins del del ins del del del del ins ins del ins ins ins del
S217 ins | ins ins ins del del | del | del ins del ins del del del ins ins del del ins ins del del
S218 ins | ins ins | del ins del | ins | ins ins del del ins del del del ins ins del ins del ins del
S219 ins | ins ins ins del ins | ins | del ins del ins ins ins del del ins ins ins ins ins ins ins
S220 ins | ins del | del ins ins | ins | del del del del ins del del del ins del ins ins ins del ins
S221 ins | ins ins ins del ins | ins | ins del del ins del del del del del del ins ins ins ins del
S222 ins | del ins |indel| del del | del |indel| ins del | indel | indel | indel | del | indel | del ins | indel | del del | indel | indel
S223 ins | del ins |indel| del [indel| ins | del ins del del del | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | del | indel
S224 |indel| ins ins |indel| ins del | del | del ins del | indel | indel | ins del | indel | ins | indel | ins del ins | indel | indel
S225 ins |indel | indel | ins ins |indel| ins | del ins del | indel | del ins | indel | indel | ins | indel | indel | indel | ins | indel | del
S226 |indel|indel| indel | ins ins del |indel| ins ins | indel | del ins del del | indel | indel | indel | ins ins | indel | indel | ins
S227 |indel|indel| indel | ins | indel |indel|indel| del ins del | indel | indel | indel | indel | ins | indel | indel | indel | indel | del | indel | del
S228 |indel| ins | indel | del ins del | ins |indel| indel | del ins del | indel | indel | indel | del | indel | indel | del ins del | indel
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S229 del | ins ins |indel| indel |indel|indel| del ins ins | indel | del ins del | indel | indel | indel | ins | indel | indel | ins ins
S230 ins |indel| indel | del | indel | del |indel| del | indel | indel | del del ins del ins | indel | indel | indel | ins | indel | indel | ins
S231 |indel|indel| indel |indel| ins ins | ins [indel| ins | indel | ins | indel | del del del | indel | ins | indel | del | indel | del | indel
S232 ins |indel| indel |indel| indel | del | ins |indel| ins | indel | indel | indel | indel | indel | indel | indel | del | indel | indel | indel | indel | del
S233 | del |indel| indel |indel| ins ins | del | del | indel | del | indel | indel | indel | del | indel | del ins ins ins del | indel | indel
S234 |indel|indel| indel | ins | indel |indel|indel| del ins del | indel | del | indel | indel | indel | ins ins del del | indel | del | indel
S235 ins | ins ins del | indel | ins [indel| del | indel | del | indel | indel | indel | indel | indel | indel | ins ins | indel | del del | indel
S236 |indel| del | indel |indel| del del | ins [|indel| ins del | indel | indel | ins ins | indel | del | indel | indel | indel | ins ins del
S237 |indel|indel| indel |indel| indel | del | ins | del ins | indel | indel | del del | indel | ins del del ins | indel | ins ins del
S238 | del | del ins | del del ins | del | del ins del del ins del del ins ins ins ins ins ins del del
S239 ins | del | del | del del del | ins | del del del del ins ins ins ins del del ins del ins del ins
S240 ins | del ins | del ins ins | ins | del ins del ins ins del ins del del ins ins del del ins del
S241 | del | del ins ins del del | del | del ins ins ins ins ins del ins del ins del ins del ins del
S242 ins | ins del | del del del | ins | del ins del del del del del ins del ins ins ins ins del ins
S243 ins | ins ins ins del del | ins | del del del ins del ins ins ins del del del del del del ins
S244 | del | ins del | del del ins | del | ins del del ins del ins del del del del ins del del del del
S245 ins | ins del | del ins ins | del | del del del ins del del del ins ins ins ins del del del del
S246 |indel|indel| indel | ins | indel |indel|indel| del ins del | indel | del | indel | indel | indel | ins ins del del | indel | del | indel
S247 | del | del ins ins del del | del | del ins ins del del del del ins del del del del del ins ins
S248 ins | del | del ins del del | ins | ins ins del ins del del del del del ins ins ins ins ins ins
S249 |indel| del ins |indel| indel |indel| ins | del | indel | del | indel | indel | del del | indel | del | indel | ins | indel | ins ins ins
S250 |indel|indel| indel |indel| indel | ins | del | del del | indel | indel | indel | ins del | indel | ins del | indel | del ins | indel | indel
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