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Ozet: miRNA’lar (mikroRNA), genlerin intron bélgelerinde bulunduklari igin proteine doniisemezler ve
kendi gen bolgelerinden iretilirler. Bitkilerde 21-24 niikleotitden olusan miRNA {iretimi gekirdekte baslar
ve sitoplazmada koordineli bir sekilde devam eder. Bitkilerde gelisim ve stres ile iligkili genlerin ifade
seviyelerinin belirlenmesinden dolayr genom biitiinliigiiniin korunmasina yardimci olur ve bdylelikle
okaryotik genomlarm %30’unu kontrol ettigi savunulur. Bitkilerde kiigiik RNA'lar: miRNA; siRNA'lar,
phasiRNA’lar ve NAT-siRNA gibi bir¢cok ana sinifa ayrilir. Bunlar1 belirlemek ve fonksiyonlarini ortaya
cikarmak icin ¢esitli analiz yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler Northern Blot, Flow Sitometri,
Klonlama, qRT-PCR, Sekanslama ve Mikroarray analizleri ve RNA-seq (transkriptom profillemesi)
seklinde gruplandirilabilir. miRNA-Seq olarak adlandirilan ve Yeni Nesil Dizileme (YND)
yontemlerinden olan bu metotla tiire ve dokuya spesifik miRNA’lar kolayca saptanabilmektedir. miRNA
calismalarinda; miRDeep-Seq, miRanalyzer, miRCat, miRExpress, miRTRAP gibi belirli algoritmalar
kullanilabilmektedir. Bu derlemede bitkilerde yeni nesil dizileme teknolojilerinin miRNA dizileme
(miRNA-seq) ¢alismalarindaki uygulama alani ile ilgili giincel ¢calismalar irdelenmistir.

Anahtar kelimeler: RNA-Seq, qRT-PCR, miRNA biyogenezi, Yeni Nesil Dizileme

Analysis of miRNA in plants by Next Generation Sequencing Technology

Abstract: miRNAs (microRNAs) find in the intron sites of the genes. miRNAs are produced from their
gene region and non-coding RNAs. In plants, the production of miRNAs that consist of 21-24
nucleotides in length starts in nucleus and continues coordinately in cytoplasm. miRNAs help to protect
the integrity of genome duo to define expression levels of genes related to development and stress in
plant. In this way, miRNAs are considered to defend 30% of eukaryotic genomes. There are a few types
of small RNAs such as miRNAs, siRNAs, phasiRNAs and NAT — siRNAs in plants. Various methods
such as Northern Blotting, Flow cytometer, cloning, qRT — PCR, Microarray, sequencing and RNA-seq
(transcriptome profiling) were developed to detect and discover functions of these small RNAs. Species
and tissue specific miRNAs can be easily identified with this method called as miRNA-seq, one of the
Next Generation Sequencing methods. In miRNA studies, the algorithms such as miRDeep-Seq,
miRanalyzer, miRCat, miRExpress, miRTRAP can be used. This review summarizes about up to date
applications of next generation seqeuncing technologies in miRNA-seq studies.

Keywords: RNA-Seq, qRT-PCR, miRNA biogenesis, Next Generation Sequencing
Giris

miRNA (mikroRNA)'lar bitki ve hayvanlarda, gen ifadesinin ¢ok yonli diizenleyicileridir (Yang ve ark.
2015). Bitkilerde gelisim ve stresle iliskili genlerin ifade seviyelerini kontrol ettigi bilinmektedir.
miRNA'lar bitki genomlarinda yaygin endojen gen diizenleyiciler olarak biiylime, gelisme, sinyal
iletiminde ve yanitta 6nemli rol oynamaktadir (Han ve ark. 2015). Bitkilerde gelismeyi diizenlemenin
yaninda miRNA ve diger kiigiik RNA’lar ayn1 zamanda transpozon, retrotranspozon ve viriisler gibi
genetik materyali baskilamak sureti ile genom biitiinligiiniin korunmasma yardimci olmaktadirlar
(Tomari ve ark. 2004). Dolayist ile okaryotik genomlarm %30’unu miRNA’larin kontrol ettigi
diistiniilmektedir (Vaziri ve ark. 2012). miRNA molekiilleri niikleotidlerden olusan ve hiicrede protein
sentezini istlenerek genin ifade edilmesini saglayan islevsel molekiiller (Khraiwesh ve ark. 2012) olup,
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genlerin intron bolgelerinde bulunurlar (Kidner ve Martienssen 2005). Bu nedenle proteine doniisemezler
ve kendi gen bolgelerinden iretilirler (Eldem ve ark. 2013). Bitkilerde miRNA iiretimi g¢ekirdekte
baslayip sitoplazmada koordineli bir sekilde devam etmektedir.

Son birkag yil i¢inde, kiigiik RNA analizi ile birlikte, bitkilerde genis bir genom dizileme sonucu, bir¢ok
yeni kiigiik RNA tarif edilmistir (Fei ve ark. 2013). Yeni Nesil Dizileme teknolojileri ile transkriptom
dizilemede cDNA yerine genomik DNA referans olarak kullanilarak transkript analizi yapilmaktadir.
Yiiksek verim derecesine sahip Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri (YND) olgun miRNA uzunlugu,
miRNA degisiklikleri ve yeni miRNA'lar1 kesfetmede mikroarray yontemine goére gesitli avantajlar
saglamaktadir (Morozova ve Marra 2008). Bu caligmasinin amaci bitkilerde Yeni Nesil Dizileme
Teknolojilerinin miRNA dizileme (miRNA-seq) calismalarindaki uygulama alani ile ilgili giincel
calismalara deginmektir.

Bitkilerde miRNA Analiz Teknikleri

Bitkilerde miRNA tanimlama ve karakterizasyon caligmalar1 her gecen giin artarak devam etmektedir.
miRNA’nin tanimlamasi ve kantitatif olarak 6lgme metotlar: bu molekiillerin iglevlerinin anlagilmasi igin
¢ok oOnemlidir. miRNA’larin belirlenmesi ve Olgiilebilmesi igin hiicrelere yonelik birgok metot
gelistirilmistir (Park ve ark. 2002). Bu yontemler Northern blot, Flow Sitometri, Klonlama, qRT-PCR,
Dizileme ve Mikroarray analizleridir (Kang ve ark. 2012). Bu yontemlerden Northern blot teknigi ile
doku veya organlardaki mRNA seviyesini belirlemede kullanilmaktadir. Yani genlerin transkripsiyon
diizeyinde analizini yapmaya olanak saglamaktadir. Mikroarray yontemi ise hiicre ve dokulardaki gen
ifade profillerindeki biitiinsel degisikliklerin incelenmesinde kullanilan hibridizasyona dayali bir
teknolojidir. Bu yontemde bir mikroorganizmanin tiim genleri ve binlerce genin ifade seviyeleri tek bir
deneyde es zamanli olarak calisilabilir (Choi 2004). gRT-PCR yontemi sayesinde, DNA ve RNA
ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa bir zaman diliminde analiz edilmekte, kontaminasyon riski son
derece az ve c¢ok sayida ornek ile giivenli bir sekilde ¢alisilabilmektedir (Mekkes ve Feberwee 2005).
Fakat yontem sinirli sayida genin incelenmesine olanak vermektedir. YND teknolojisi ise transkript
profillerinin ¢ikarilmasi seklinde yiiriitiilmektedir (Alagna ve ark. 2009). RNA-seq (RNA-Dizileme)
yonteminden faydalanarak streslere dayaniklilik, cesitli metabolik yolaklarin aydinlatilmasi ve meyve
gelisimi gibi 1slah ¢aligmalar1 da yapilmaktadir (Wang ve ark. 2011; Shi ve ark. 2011; Sarikamis 2014).
Tespit edilen bazt miRNA’lar miRBase v21 (http://www.mirbase.org) ve PMRD (Zhang ve ark. 2010)’de
verilmistir. Belirlenen bu miRNA’lardan bazilar1 tamamen biyoinformatik yontemlerle bazilari ise
deneysel metotlardan yararlanilarak saptanmistir. Biyoinformatik yontem, miRNA’lardaki dizi ve yapi
korunmuslugunu (conservation) arama ve bu homolojileri saptama iizerine kuruludur. Bugiine kadar
Reinhart ve ark. (2002), Jonnes-Rhoades ve ark. (2004) ve Sammanani ve ark. (2004) bitki
miRNA’larinin belirlenmesinde biyoinformatik yolla bircok miRNA tespit etmislerdir (Eren ve ark.
2014).

Yeni Nesil Dizileme ile RNA-seq

Son yillarda gelistirilen en 6nemli teknolojilerden biri olan Yeni Nesil DNA Dizileme Teknolojileri
yiksek dogrulukla, transkriptom analizi, ploidi seviyeleri, molekiiler markér ve mRNA profilinin
belirlenmesi gibi bir¢ok ¢alismada kullanilabilmekte (Dénmez ve ark. 2015) olup bu teknolojiler, biitiin
miRNA dizilerinin ortaya ¢ikartilmasinda kolaylik saglamaktadir. Diisiik seviyede bile ifade olanlar1 ve
yeni miRNA’lar1 Yeni Nesil Dizileme teknolojisi ile tanimlanabilmektedir. Ayrica yaklasik son on yildir,
miRNA ifade profilini ¢alismak i¢in yiiksek hacimli metotlarin kullanilmast miRNA’lar ile ilgili iissel
olacak sekilde bir veri artisina neden olmustur. Mikroarray ya da ger¢ek zamanli PCR tabanli miRNA
ifade profilleme teknikleri ile karsilastirildiginda, Yeni Nesil Dizilemenin, genis dinamik bir alanda
hassas bir miRNA 6l¢iimii yapmasi, yeni miRNA belirleme kabiliyeti ve tiim genomu heniiz olmayan
tirlerde de miRNA ifade seviyesini belirleyebilmesi 6zellikleri ile oldukca avantajli bir metot oldugu
kabullenilmektedir. Ayrica, Yeni Nesil Dizileme teknolojisi, sadece tek bir niikleotid farki ile miRNAlar1
birbirinden ayirt edebilecek duyarliliga sahiptir (Pritchard ve ark. 2012). Son olarak, hi¢ azzimsanmayacak
bir 6zellik olan, birden ¢ok miRNA kiitiiphanesinin farkli adaptdrlerle etiketleyip barkodlandiktan sonra
multipleks yaklagimi ile dizileme islemini yapabilmektedir. Yeni Nesil DNA Dizileme ii¢ ana gruba
ayrilir. Bunlar; Sentez Araciligiyla Dizileme, Ligasyon ile Dizileme ve Tek Niikleotid Dizilemedir.
Sentez araciligiyla dizileme metodunu Roche 454, (pirodizileme), [llumina ve Ion Torrent platformlar
kullanmaktadir (Egan ve ark. 2012). Ligasyon araciligiyla dizileme metodunu ise ABI/Solid ve Polonator
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platformlar1 kullanmaktadir. Tek Niikleotid Dizileme ise 'Ugiincii Nesil Dizileme' olarak adlandirilir. Bu
dizileme metodunu HeliScope, Nanopor Dizileme, Pasific Biosciences, Life Technologies —
VisiGen/Starlight, Optik Dizileme ve Haritalama, Tek Molekiil Real-Time DNA dizileme (SMRT) ve
RNAP platformlar1 kullanmaktadir. Bu dizileme metodu, niikleotid birlesmesini algilamak i¢in floresan
goriintiileme kullanmaktadir (D6nmez ve ark. 2015).

Bitkilerde Yeni Nesil DNA Dizileme calismalarinda Roche 454 ile A. thaliana’nim genomunda 340,000
Ozgiin dizi belirlenirken (Rajagopalan ve ark. 2006), kavunun (Cucumis melo L.) 480 Mbp’lik genomu
dizilenmistir (Garcia-Mas 2010). Yine misirda aday SNP’ler Roche 454 tespit edilirken Aegilops tauschii
ALS8/78 genotipinin genomik DNA's1 dizilenmistir (You ve ark. 2011).

Transkriptom dizileme kodlanmayan RNA kesfi ve gen ifadesinin profillenmesi, genomun agiklamasi ve
yeniden diizenlenmesini algilama uygulamalari icin kullanilir. Onceki yapilan ¢alismalarda, Roche 454
teknoloji transkriptom belirleme uygulamalarinda s6z sahibi iken, bir ¢alismada miRNA profilinin
belirlenmesi igin Illumina dizilemesi kullanilmistir (Morozova ve Marra 2008). 2008 yilindan sonra
giincellenen Illumina Genome Analyzer II daha genis alanlara yayilan DNA kiimelerinin etkili
goriintiilenmesine olanak saglamistir (Ansorge 2009). Illumina dizi datasindaki hatalar1 minimize ederek
piyasaya siiriilmiis NextSeq, MiSeq, HiSeq ve HiSeqX olmak iizere giiniimiizde dort farkli yazilimi
bulunmaktadir (http://www.illumina.com/). Illumina Yeni Nesil Dizileme ile domateste 60 bp’lik okuma
sayesinde domateslerin 32.5 Mbp transkriptom dizilemesi gerceklestirilmistir (Francis 2010). Celtigin
150 rekombinant kendilenmis (Recombinant Inbreed Line ) hattinda SNP'ler belirlenmis ve kendilenmis
hatlarda toplam 1.493.461 SNP tespit edilmistir (Azam ve ark. 2012; Doénmez ve ark. 2015).
Aragtirmacilar1 simdilerde Yeni Nesil Dizileme ile derinlik ve tiim transkriptom degisimini
Ol¢ebilmektedir.

Yukarida verilen dizileme yontemleri sonucu olusan veriler miRNA ifade profilinin ¢ikartilmasi, miRNA
tanimlanmasi, yeni miRNA’larin kesfedilmesi ve potansiyel miRNA hedef genlerinin belirlenmesi
amaciyla kullanilmaktadir (Sarikamis 2014). miRNA-seq olarak adlandirilan ve Yeni Nesil Dizileme
yontemlerinden olan bu metotla tiire ve dokuya spesifik miRNA’lar kolayca saptanabilmektedir (Malone
ve ark. 2011). miRNA-seq temelde iki asamada gerceklestirilir. Once bitki dokusundaki toplam RNA
izolasyonu yapilir, sonra jel elektroforez ile kiigiik RNA’lar ve RNA’lar biiyiikliklerine gére ayrilir ve
adaptorlerin takilmasi yapildiktan sonra geri -transkripsiyon ve PCR ile ¢ogaltima islemi gerceklestirilir.
Dizileme isleminden sonra ileri diizeyde veri analizi yapilir (Sekil 1).

Bitki Toplam RNA Izolasyonu

|

Uzunluklarma Gore RNA Ayrilmasi
(Jel Elektroforez)

Adaptérlerin Takilmasi
(3’ ve 5° Adaptdr)

RT-PCR Uygulamasi

Dizilemenin Yapilmasi

|

Veri Analizi
(Tleri Diizeyde)

Sekil 1. miRNA-seq yonteminde sSRNA’larin belirlenmesi

Dizileme metodu ve yaklagimi olarak, farkli dizileme platformlarinin farkli protokol ve adaptdr/primer
gerektirmesine ragmen, benzer adimlari takip ederler (Sekil 1). ilk adim, miRNA kiitiiphanesini {iretmek
icin spesifik adaptorler kullanilarak, miRNA’lar toplam RNA’dan izole edilir. Drosha ve Dicer’in RNAse
IIT aktivitesi sonucunda, miRNA’lar 5 fosfat ve 3’ hidroksil gruplarima sahiptirler. Adaptor ligasyonu
esnasinda miRNA’larin halkasallasmasin1 ve kendi kendine ligasyona ugramasini engellemek icin 3’
onceden adeninlestirilmis adaptorler, ile ATP gerektirmeyen kesilmis (truncated) T4 RNA ligaz 2
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kullanilir. Daha sonra, miRNA’lar 5’ adaptérler ile birlestirilir. Bu adaptérler ayrica dizileme primerinin
baglanmasi i¢in uygun bir alan igermektedir. Adaptorler ile baglanmis miRNA’larin cDNA
kiitiiphanelerini iiretmek amac ile, 3’ adaptoriine tamamlayici bir primer yardimi ile transkript edilir.
Yeterli miktarda dizileme elde etmek igin, iretilen bu cDNA Kkiitiiphanesinin PCR ile ¢ogaltilmasi
gerekmektedir. Bunun sonucunda, ¢ogaltilmis kiitiiphaneler jele yiiklenir ve jel ekstraksiyonu sonucunda
elde edilen DNA dizileme 6ncesi kalite kontrolii yapilmaktadir (Eminaga ve ark. 2013).

Akmti hiicrelerin bir kuyusuna birden fazla 6rnek yiiklenmek istendiginde, cDNA kiitiiphanelerinin
tiretmesi esnasinda, her bir kiitiiphane, adaptore ait dizinin bir kismina denk gelecek sekilde benzersiz
etiketlerle barkodlanmasi gerekmektedir. Ancak daha 6nceki ¢aligmalarda rapor ettiklerine gore: adaptor
dizisindeki barkodlar ligasyon icin onemli engel teskil olusturabilmektedir. Ornegin: ayni biyolojik
orneklerin farkli sekilde barkodlamasi sonucunda farkli miRNA ifade profilinin ortaya ¢iktigi
gozlemlenmistir (Alon ve ark. 2011; Hafner ve ark. 2011). Bunun bir nedeni olarak da, T4 RNA ligaz
bazli ligasyonun bir ¢eliskisi oldugu diisiiniilmektedir (Zhuang ve ark. 2012; Jayaprakash ve ark. 2011).
Baz1 protokollere bu ligasyon sorununu azaltmak igin PCR c¢ogaltimi esnasinda bir adaptor eklenir
bdylece; bu metot ile [llumina Genome Analyzer/HiSeq ile bir kuyucukta 12 kiitiiphaneye kadar dizileme
islemi yapilabilmektedir.

miRNA Dizilerini Analiz Etme Basamaklar:

Giliniimiize kadar miRNA dizilerini analiz etmek i¢in birgok biyoinformatik arac gelistirilmistir (Li ve
ark. 2012). Bu araglarin geneli birka¢ degisiklik disinda ayni yolu izlerler. Bu yol genellikle su sekilde
olur: 3’ adaptorler uzaklastirildiktan sonra geri kalan diziler, annote edilmis veya yeni miRNA adayi
bulmak igin bir referans diziye kars1 hizalama islemi yapilir. Bu hizalama kriteri, miRNA analizi i¢in ¢ok
onemli kriterlerden biridir. Ciinkii simdiye kadar bir¢ok ¢aligma grubu, isomiR denilen referansdan farkli
olan miRNA’lar1 belirlemislerdir. Bunlarin aslinda olgun (mature) miRNA ile genellikle benzemedigi de
rapor edilmistir (Morin ve ark. 2008; Wyman ve ark. 2011; Lee ve ark. 2010). IsomiR’ler genelde 3’
ucunda 5° uca gore daha fazla farklilik gosterirler. Bu farklilikta, 3’ ucundaki baz sabtitiisyonu ya da
kaliba bagli olmadan niikleotid eklenebilme durumundan da kaynaklanabilmektedir (Cloonan ve ark.
2011). Ister miRNA ister isomiRNA dizi okumalarmdaki sayiyr bulmak igin, miRBase veri tabanindaki
annote edilmis kiiciik RNA dizilerine karst BLAST islemi yapilmaktadir. Yine yeni bir miRNA aday1
bulmak i¢in okumalarin referans bir genoma karsi haritalama islemi de yapilmaktadir. Ayrica miRNA
calismalarinda deepBlockAlign, miRanalyzer, miRCat, miRDeep, miRDeep2, miREvo, miRExpress,
miRTRAP gibi belirli algoritmalar da kullanilmaktadir (Kang ve Friedldnder 2015).

miRNA Dizilemesinde Onemli Parametreler ve Olasi Sorunlarin Céziim Yollar:

Yeni Nesil Dizileme teknolojisi ile kaliteli bir miRNA dizilemenin en 6nemli kriteri kaliteli bir RNA
(RIN= RNA integrated degeri >8) elde etmekten gecmektedir. Bunun igin RNA izolasyonu ve kiitiiphane
hazirlama asamalari igin tamamen RNAse kontaminasyonundan uzak bir ¢aligma alani olusturulmalidir.
Diger bir onemli kriter ise gogaltilmis RNA ile ¢ogaltilmamis RNA’larin birbirine karismasidir. Bu
durum sonraki reaksiyonlar1 inhibe etmede 6nemli bir etken olabilmektedir. Bunun ¢6ziimi RNA
kiitiiphane hazirlama 6ncesi ve sonrasi i¢in; yani her reaksiyon safhasi i¢in, ayr1 ekipman, malzeme ve
calisma alani kullanilmalidir. Ayrica herhangi bir kontaminasyonun olup olmadigmi belirlemek icin,
cDNA reaksiyonlarinda bir tane ‘“no-ligase” yani T4 DNA ligaz igermeyen kontrol grubu
olusturulmalidir. Ayrica kiitiiphane olusturma asamasinda, olduk¢a fazla sayida miRNA tutmak ve kendi
tizerinde halkasallasmay1 engellemek icin 3’ve 5’ adaptdrler ¢ok fazla sayida kullanilmaktadir. Ancak
kendi tizerine baglanan adaptérlerden kurtulmak i¢in, DNA agaroz jel iizerinde yiiriitiildiikten sonra
birbirine baglanan adaptdrler varsa onlar ayr1 bir bant olusturmakta ve sonraki asamada bu bant disinda
kalan ve DNA kiitiiphanesini temsil eden bant kesilerek reaksiyona devam edilmektedir. Baska bir 6nemli
nokta ise dizilemeye gitmeden hemen 6nce, DNA miktarinin yeterli olup olmadigi kantitatif bir sekilde
olgiilmelidir. Aksi takdirde diisiitk miktardaki DNA, Illumina Genome Analyzer 11 ile yapilacak dizileme
kiimesinin olusumunda basarisiz olacaktir. Diisiik miktarda olusan DNA Kkiitiiphaneleri olursa ¢dzliim
olarak, PCR dongiileri artirilabilir. Son olarak elde edilen miRNA verilerinin stem-loop qPCR primerleri
kullanilarak es zamanlh PCR ile teyit edilmesi gerekmektedir (Eminaga ve ark. 2013; Motameny ve ark.
2010).
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Farkli canli tiirlerinde, cesitli biyotik ve abiyotik strese dayaniklilik, bitki biiylimesinde metabolik
yolaklarm belirlenmesi, meyve verim siirecindeki degisim gibi ayrica bitki 1slah ¢aligmalarina yonelik
olarak RNA-seq yonteminden faydalanilmaktadir (Alagna ve ark. 2009; Sarikamis 2014). RNA-seq ayn1
zamanda gen bolgelerinin ekzon / intron sinirlarinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Wang ve ark.
2011). Transkriptom analizinde kullanilan RNA-seq teknigi ile DNA fragmentleri hassas ve giivenli bir
sekilde birden fazla okunabilmektedir (Malone ve ark. 2011).

Sonuc¢

Watson ve Crick tarafindan DNA molekiiliiniin yapis1 agiklandiktan sonra DNA ile ilgili calismalar hizla
artmistir. miRNA’larm kesfi ile birlikte yeni metot caligmalar1 hiz kazanmis ve son dénemde bitkilerde
RNA-seq (transkriptom profillemesi) seklinde yiiriitiilmektedir. RNA-seq ile sadece miRNA degil biitiin
RNA c¢esitlerinin tespitine olanak vermesi ve yontemin hassas ve giivenli bir sekilde birden fazla okuma
yapmasi RNA-seq’e olan ilgiyi artirmaktadir. Bu yeni dizileme yontemi ile tiirler arasinda miRNA
duplikasyonunun ve miRNA homologlarinin filogenetik incelenmelerin belirlenmesi gibi gelistirilecek
analizler i¢in arag olacagi tahmin edilmektedir.

Ayrica yeni nesil dizileme ile okunan miRNA’larin teknik ve biyolojik tekrarlar1 arasinda giiglii bir
korelasyonun olmas1 gerektigi kabul edilmektedir. Ayrica, dizi sayisi olarak da, milyon okumada 10 ile
100000 arasi olmalidir. Okuma sayist milyonda 10°dan az olan miRNA’larin géz Oniine alinmamasi
gerektigi  Onceki ¢aligsmalarda bildirilmistir. Ciinkii boylesi durumlarin dizileme hatalarindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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