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OZET

Salman, S.B. (2019). Yarik ElAyak Yapisal Bozuklugunun Genomik Teknikler ve
Biyoenformatik Yaklasimlarla Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Yarik el/ayak bozuklugu, gelisim sirasinda el ve ayaklardaki orta parmaklarin eksikligi
ile meydana gelen nadir genetik bir bozukluktur. Akraba evliligi oraninin yiiksek
oldugu bolgelerde Mendelyen otozomal resesif (OR) kalitim modeline gore kalitilan
hastaliklarin goriilme sikligmin artmasina sebep olmaktadir. Yeni nesil dizileme ve
dizilim teknolojileri ile OR kalitim gosteren bir¢ok genetik hastaligin altinda yatan gen
ve bolge belirlenebilmistir. Tez kapsaminda OR kalitim modeline uygun 4 aileye
mensup toplam 41 birey incelenmigstir. Ailelerde SNP dizilimi, homozigot haritalama,
baglant1 analizi ve ekzom dizileme yontemlerinin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak
iligkili aday varyantlarin tespiti amaclanmistir. MA134 ailesinde daha dnce hastalik ile
iliskilendirilmis WNTI10B geninde NM_003394.4::c.994C>G:p.Arg332Gly patojenik
varyanti belirlenmistir. MA136 ailesinde yine WNTI0B geninde
NM 003394.4:¢.343C>T:p.Argl15Ter patojenik varyantt belirlenmistir. MA154
ailesinde kromozom 10g24 bolgesinde kopya sayis1 varyasyonu agisindan tek kopya bir
patojenik artis tespit edilmistir. MA135 ailesinde yapilan ¢alismalar sonucu patojenik
bir varyant ya da bdlge tespit edilememistir. Calisma kapsaminda yukaridaki 4 ailenin
analizinin yanmi sira yeni nesil dizileme veri analizlerinin basamak basamak
yapilandirarak akis hatti olusturan ve ham veri analizleri sonrasi elde edilen VCF
formatiin nitelendirilmesini, filtrelenmesini ve aile i¢i analizlerin yapilmasini saglayan

iki  yazilm gelistirilmistir. Baglantilar:  https:/pypi.org/project/seg-pigeon/ ve
https://pypi.org/project/seq-dove/

Anahtar Kelimeler : Yarik El/Ayak Yapisal Malformasyonu, Gelisim Genetigi,
Biyoenformatik, Yeni Nesil Dizileme, SNP dizilimi, WNT10B
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ABSTRACT

Salman, S.B. (2019). Study of Split Hand/Foot Malformation with Genomic Techniques
and Bioinformatic Approaches. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Genetics . Master’s Thesis. Istanbul.

Split hand/foot malformation is a rare genetic disorder characterized by missing middle
digits in hand and foot. Genetic diseases that inherited according to Mendelien
autosomal recessive (AR) model have a higher prevelance in regions with higher
consanguineous marriages. Many of the genetic disorders with AR inheritance has been
identified with next generation sequencing and array technologies. In this study total of
41 individuals from 4 families with consanguineous marriages were studied using
different combinations of SNP array, homozygous mapping, linkage analysis, and
exome sequencing methods to identify pathogenic candidate variants. Analyses
performend on MAI134 family revealed NM 003394.4:c.994C>G:p.Arg332Gly
pathogenic variant in SHFM related WNTI0B gene. Analyses performed on MA136
family revealed NM 003394.4:¢.343C>T:p.Argl15Ter pathogenic also on WNTI10B
gene. Analyses performed on MA154 family showed CNV gain on SHFM related
10924 region. No pathogenic variants or genomic regions have been discovered by
analyses performed on MA135. Alongside analyses of 4 families, two software has been
developed. First one is to automatizing pipelines used in next generation sequencing and
second one for annotating VCF format after raw data analyses as well as filtering
variants and in family analyses. Links: https:/pypi.org/project/seq-pigeon/ and
https://pypi.org/project/seq-dove/

Key Words: SHFM, Developmental Genetics, Bioinformatics, NGS, SNP array
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1. GIRIS VE AMAC

Yarik el/ayak bozuklugu (SHFM, Split Hand/Foot Malformation) esigi biitiin
falankslarin eksikligi ve metatarsalin kismi eksikligidir. Orta parmaklarin eksikligi el ve
ayakta siklikla yarik goriiniimii yaratir. SHFM prevelansi her 100.000 dogumda 1 ila 9

arasindadir ve konjenital uzuv yetersizliklerinin %1-5’ini olusturur.

Gelisimsel bir hastalik olan SHFM’nin altta yatan nedenlerinin arastirilmasi
embriyonun gelisimini sirasinda meydana gelen genetik olaylarin anlagilmasina olanak

saglar.

Yeni nesil dizileme ve dizilim teknolojileri ile genetik hastaliklarin etiyolojileri
anlasilmaya baslamigtir. Ancak yeni nesil teknolojilerin getirdigi verinin analizi ve
yorumlanmasi yiiksek hacminden dolay1 zorlu olmustur. Bu zorluklari1 agsmak i¢in tez
caligmasinda veri isleme adimlarinin otomasyonu ve standartizasyonu icin yazilim

paketleri gelistirilmistir.

Tez calismasinda da SHFM hastaligindan etkilenmis bireylerin bulundugu,
akraba evlilikleri yiiksek olan dort ailede toplam 41 birey, yeni nesil genomik ve
molekiiler genetik yontemleri ile incelenmistir. Bu yontemlerin sonrasinda yapilan
analizler ile SHFM’den sorumlu olan olast gen ya da gen bdlgesinin tespit edilmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (YND); genom dizileme, genom yeniden-dizileme,
transkriptom profilleme (RNA-seq), DNA-protein etkilesimleri (ChIP dizileme), ve
epigenom tasvifi kapsayan yiiksek hacimli bir dizileme metodudur'. Yeniden dizileme,
tek bir bireyin genomu tiiriin diger bireylerinde var olan genom varyasyonunu

yansitmayacagi i¢in gereklidir.

Canlilarda 6zelliklerin nesilden nesile aktariminin aydinlatilmasi* ve DNA
molekiiliiniin yapisinin anlasilmasi® lizerine, nesilden nesile aktarilan bu genetik bilginin
DNA iizerinde nasil kodlandigi bir sonraki kesif konusu oldu. Kalitilan 6zelliklerin
tezahliriinii; ebeveynden g¢ocuklara aktarilan, DNA molekiiliinii olusturan adenin (A),
timin (T), sitozin (C), ve guanin (G) niikleotitlerinin dizilimleri belirler. Basta zincir
sonlandirma metoduna dayanan Sanger dizileme* olmak iizere, bu niikleotit dizilimini
gosterecek farkli enzimatik™® ve kimyasal’ yontemler 1970 ortalar1 ve sonlarinda
gelistirilmeye baslandi. Bu dizileme metotlarinin en etkilisi ve yaygin olarak kullanilani
olan Sanger dizileme projeleri, tek genleri ya da 5000 civar1 ¢ok kiicliik genomlarin
dizilenmesini hedefledi. Sanger dizileme ile daha biiyiik genomlarin dizilenmesi, zaman
alan ve masrafli bir islemdi ve Insan Genom Projesinin &ncii oldugu biiyiik genomik
projelerin gereksinimleriyle 2005 yilinda ilk ¢ok yliksek sayida paralelli DNA dizileme

metodu gelistirildi®.

Diisiik maliyetli dizilemeye artan talep, dizileme islemini paralellestirerek ayni
anda milyonlarca dizi iiretebilen yiliksek hacimli dizileme teknolojilerin gelistirilmesine
on ayak olmustur. Yiiksek hacimli dizileme teknolojileri, DNA dizileme maliyetini,
standart zincir sonlandirma metotlarinda miimkiin olabileceginden daha da azaltmay1
hedefler. Cok yiiksek hacimli dizileme sistemlerinde 500.000 dizileme islemi ayni anda
yapilabilir’. Bu gibi teknolojiler biitiin insan genomunun bir giin gibi kisa bir siirede

dizilenebilmesine imkan saglar.



Dizileme igin Illumina, Roche, Applied Biosystems ve yenileri de gelen farkl

firmalar tarafindan gelistirilen ve farkli teknolojilere dayanan platformlar mevcuttur'®

(Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Yeni nesil platformlarinda kullanilan metotlar ve azami ¢iktilar1.

Enstriiman Amplifikasyon Metodu Dizileme Metodu Azami Cikt1
Roche GS-FLX Emiilstiyon PZR Pirodizileme 1,5M okuma/kosum(1 giin)

500 baz/okuma
Life Technologies Emiilsiiyon PZR PostLight dizileme 100k okuma/kosum(2 saat)
Ion Torrent 100 baz/okuma
Life Technologies Emiilsiiyon PZR Ligasyon ile dizileme 4G okuma/kosum(7 giin)
SOLiD 5500XL 75 baz/okuma

IMlumina HiSeq 2000  Koprii amplifikasyonu Sentez ile dizileme  6G okuma/kosum(8 giin)

100 baz/okuma

Pacific Biosciences Tek molekiil Gergek zamanlt 100k okuma/kosum(2 saat)

dizilemme > 1000 baz/okuma

Bu platformlardan en yaygii Illumina tarafindan gelistirilen ve sentez ile
dizileme yontemine dayanan dizileyicilerdir. Sentez ile dizileme metodunda, adaptorler
ile sabitlenmis dizilemeye hazirlanan DNA Kkiitiiphanesi, denatiire edilerek, tek iplik
olarak akis-hiicrelerine asilanir. Sonrasinda koprii amplifikasyonu ile klonal DNA
pargalar igeren kiimeler olusturulur. Dizilemeden Once kiitiiphane diizlestirme enzimi''
yardimu ile tek iplige ayrilir. Tek iplige ayrilmis kiitiiphane tlizerine eklenen; kesilebilir,
birbirinden farkli florisil boya ve ¢ikarilabilir blok bulunan dort ¢esit niikleotit (ddATP,
ddGTP, ddCTP, ddTTP) ile basamak basamak sentez gerceklesirken, niiklotitlerden
gelen floris1 sinyalleri cihaz tarafindan yakalanir?. Aynmi bolgeye diisen DNA

parcalarinin birden fazla dizilenmesi ile tek bir bolge yiiksek derinlikte okunabilir®,

Bu yiiksek hacimli dizileme yontemleri, diisiik maliyetli olmalar1 ve yiiksek
hizda calisilabilmeleri nedeniyle bir¢ok arastirma alaninda, klinik testlerde ve hatta
direkt halka sunulabilen bir iiriin olarak uygulama bulmustur. YND teknolojisi ile

beraber genetigin calisildigi alanlar ve calisilan 6rnek sayist da yiiksek hacimlere



ulagmustir. Dizilemedeki bu iissel artis ile ortaya ¢ikan devasa genomik veri beraberinde

bu verinin islenmesinin standardizasyonu ve otomasyonu gereksinimlerini getirmistir.

2.1.1. YND Verisinin Islenmesi

Biyoenformatik, YND’de verinin iiretilmesi, analizi, saklanmasi ve yorumunda
onemli bir yer tutmaktadir. Bu veri isleme adimlari; dizilerin tiretimi, dizilerin islenmesi

ve sonuglarin yorumlanmasi olarak ti¢ gruba ayrilabilir.

Dizi iiretimi; dizileme cihazindan gelen sinyallerin ¢Oziimlenmesi, kalite
skorlarinin verilmesi ve sinyallerin dizi islemesinde kullanilabilecek FASTQ formatina
cevrimini igerir. Bu adimda kullanilan yazilimlar dizileme cihazini iireten sirketler

tarafindan gelistirilmektedir.

Dizi islenmesi, iiretim basamaklarindan gelen FASTQ formatindaki okumalarin;
referans genoma hizalanmasi, varyant ¢agirma Oncesi On-isleme, varyant ¢agirma ve
yanlig pozitif varyantlarin filtrelenmesini igerir. Bu adimlarda her adim i¢in gelistirilen
farkli yazimlar mevcuttur. Bu yazilimlar farkli kombinasyonlar ile bir araya getirilerek

farkli analiz akis hatlar1 elde edilebilir.

Sonug¢larin yorumlanmasi, diziden elde edilen bilgiyi biyolojik veya klinik bir
cergeve icerisinde anlamlandirdigi i¢in en Onemli adimdir. Bu grup; sonuclara ek
aciklamalarin (anotasyon) getirilmesi, sonuglarin dogrulanmasi, yorumlanmasi ve

raporlanmas1 adimlarimdan olusur'.

2.1.2. YND Verisinin Bilgisayar Ortaminda Temsili

YND verisinin, bilgisayar ortaminda farkli temsilleri bulunabilir. Ancak bunlar
arasinda en yaygin kullanilanlari, dizi ve varyant ¢agirma verisinin saklandig1 diiz metin

dosyalar1 ve hizalama verisinin saklandigt BAM formatindaki dosyalardir.



2.1.2.1. FASTQ Dosya Formati

FASTQ, dizilerin ve phred kalite degerlerinin bir arada, 6z ve yogun bir bigimde
depolandigr dosya formatidir. FASTQ formati, diiz metin dosyasi olup her okuma

bloklar halinde belli kurallar ile yazilir (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: FASTQ formatinda bir okuma blogunun yazim kurallar

Sira Satir Anlam Diizenli ifadeler ile Satir icerigi
1 Tanimlayici Satir @[A-Za-z0-9_.:-]+
2 Dizi Satirt [A-Za-z\n\.~]+
3 Ikinci Tanimlayic1 Satir +[A-Za-z0-9 .:-]+
4 Kalite Degerleri Satiri [!-~\n]+

Uciincii satir ‘+ isaretinden sonra tanimlayic1 bir ifade icerebilir. Bu ifade ilk
satirdaki ‘@’ isaretinden sonra yazilan ifade ile ayni olmalidir. ilk satir bu ifadeyi
kesinlikle i¢cermelidir. Dizi ve kalite satirlarinin uzunluklar birbirine esit olmalidir. Her

kalite degeri kendisi ile ayn1 sirada gelen niikleotidin phred kalite skorunu ifade eder.

Phred Kalite Skorlar:
Phred kalite skoru, ayni siradaki bazin okunmasinda hata olma olasiligim
gosteren degerdir. Verilen hata olasiligi P (1-2) i¢in phred kalite skoru Q (1-1) asagidaki

formiil ile hesaplanabilir'.

Q:_lologlo(P> (1-1)

Tersi,

p= 10\—Q/101\ (1_2)



2.1.2.2. SAM ve BAM Dosya Formatlari

SAM Dosya Formati

SAM, “Sequence Alignment/Map (Dizi Hizalama/Harita)” temsil eder. SAM
formati, ihtiyari olarak bir baslik ve hizalama bdliimleri bulunduran ‘\t’ karakteri ile
ayrilmis diiz metin dosyasidir. Eger baslik bulunuyorsa hizalamalardan 6nce gelmelidir.

Baslik satirlar1 ‘@’ isareti ile baslarken hizalama satirlar1 baglamaz.

Her hizalama satir1, haritalama pozisyonu gibi on bir zorunlu alan ve esneklik
icin farkl sayida ihtiyari satirlar ya da hizalayiciya 6zgii bilgiler icerebilir. Bu 6zellikler
SAM/BAM dosyalarmin 1.6’nc1 versiyonlari i¢in gegerlidir. Her SAM/BAM dosyasi
versiyon numarasini ‘@HD VN’ etiketi ile belirtebilir.

BAM Dosya Formati
BAM, SAM dosyasimin BGZF formatinda sikistirilmis halidir. BAM formati,

normalde sabit disk iizerinde biiyiikk yer kaplayan SAM formatinin saklanmasini,

tasinmasini ve islenmesini kolaylastirmaktir'.

2.1.2.3. BED Dosya Formati

BED, “Browser Extensible Data (Tarayict Genisletilebilir Veri)” temsil eder.
BED formati, ihtiyari olarak baglik icerebilir. Baslik ‘track’ ya da ‘browser’ kelimeleri
ile baglamalidir. BED satirlar1 ii¢ zorunlu ve ek olarak dokuz ihtiyari, ‘\t’ ya da beyaz
bosluk karakteri ile ayrilmis alan igerir. Satirlardaki alan sayisi biitiin dosya boyunca

tutarlt olmalidir.

Gerekli olan ilk {i¢ alan, kromozom ve gosterilen 6zelligin kromozom iizerindeki

baslangi¢ ve bitis noktalaridir'’.



2.1.2.4. VCF Dosya Formati

VCF formati; meta bilgi satirlari, bir baslik satir1 ve her biri genomik bir
pozisyon hakkinda bilgi i¢eren satirlardan olusan, genelde sikistirilmis olarak depolanan
diiz metin dosyasidir. Ayrica her pozisyon i¢in her Ornefin genotip bilgisini

barindirabilir.

Meta Bilgi Satirlarn

Dosya meta satirlar1 ‘##° ile baslamali ve anahtar=deger cifti olmalidir. VCF
dosyasmin govdesinde kullanilan ‘INFO’, ‘FILTER’ ve ‘FORMAT’ alanlarim
tanimlayan meta satirlarin olmasi 6nemlidir. Kullanilan VCF formatimin versiyonunu

belirten ‘fileformat’ bilgisi her zaman ilk satirda belirtilmelidir.

Bashik Satir Formati

Baslik satir1 sekiz zorunlu kolonu belirtir. Bunlar sirasiyla, ‘#CHROM’, ‘POS’,
‘ID’, ‘REF’, ‘ALT’, ‘QUAL’, ‘FILTER’ ve ‘INFO’ kolonlaridir. Eger genotip bilgisi
bulunuyorsa bu kolonlardan sonra bir ‘FORMAT’ bashigi ve istenilen sayida 6rnek

kolon ismi eklenebilir. Baslik satirindaki kolon isimleri ‘\t’ karakteri ile ayrilmistir.

Veri Satirlar

Her veri girdisi i¢in sekiz zorunlu alan bulunur. Biitiin alanlar ‘\t’ karakteri ile
ayrilmigtir. Biitiin durumlarda eksik degerler ‘.’ ile gosterilir. Zorunlu alanlar sirasiyla;
kromozom ismi, genomik pozisyon, tanimlayici isim, referans baz, alternatif baz, kalite

degeri, filtreleme durumu, ek bilgi alanlaridir'®,

2.1.3. YND Analizlerinde Akis Hatlar

Analiz sirasinda biyolojik veri, farkli islemlerden gecerek, 2.1.2 boliimiinde
bahsedilen formatlar basta olmak {izere birtakim degisimlere ugrar. Bu degisim

islemlerini gergeklestiren Unix-uyumlu farkli yazilimlar mevcuttur. Farkli YND



teknolojilerinin farkli alanlarda yayginlasmasi ile ¢ok yonli ve giiglii akis hatti
yazilimlarina gereksinim de artmistir. Akis hatlari, YND analizindeki, zaman alan ve
yikli parametre gerektiren, genoma hizalama ve anotasyon gibi adimlarin
otomatizasyonu ve standardizasyonunu saglar. Basit bir ekzom akis hatti ham dizi
dosyalarindan varyant ¢agirma dosyasina 12 adimda ulasabilir ancak ¢ogu durumda

varyant sonrasi analizler ve raporlama gerektirebilmektedir'.

2.2. Yarik El/Ayak Bozuklugu

2.2.1. Uzuv Gelisimi

Uzuv gelisimi uzaysal ve zamansal olarak kontrol edilen, hiicresel farklilagma,
Oriinti olusumu, ve doku morfogenezi olaylarinin arasindaki etkilesime dayanir.
Mutasyonlar ve teratojenler uzuv morfolojisi lizerinde, hayatta kalma ve ilireme iizerinde
etkisi olmadan, agir malformasyonlar yaratabilecegi i¢in insanda goziiken en yaygin
konjenital anomalilerden biri uzuv bozukluklaridir. Bu durum sonucunda genis

yelpazeli bir uzuv varyasyonu insan popiilasyonunda gozlenebilir.

Omurgali uzuv gelisimi, uzuv tomurcugu olusumu, erken uzuv oriintiilenmesi ve
ge¢ uzuv morfogenezi olmak flizere ii¢ fazdan meydana gelir®. Uzuv tomurcugu
olusumu fazinda, uzuv bir kat ektoderm hiicreleri ile kapli, morfolojik olarak homojen
mezensim hiicrelerinden olusan kiiclik bir tomurucuk olarak embriyonun yanindan,
lateral plaka mezoderminden cikar®'. Insanda, uzuv tomurcugu kollar i¢in 26. ve 28.
giinlerde ve bacaklar igin ise iki giin sonrasinda meydana gelir>. Erken uzuv
ortintiilenmesi fazinda, uzvun 6zgiin modellenmesi, fibroblast biiytime faktorleri (FGFs,
Fibroblast Growth Factors), kemik morfogenetik proteinleri (BMPs, Bone
Morphogenetic Proteins), WNT ve hedgehog sinyal molekiilleri ve homeobox
proteinleri gibi cesitli sinyal molekiillerinin ve transkripsiyon faktorlerinin uzaysal ve
zamansal anlatimi ile koordine edilir(Sekil 2-1) . Altta yatan mezensimal hiicrelerden
kaynaklanan indiiktif sinyal ile uzuv tomurcugunun en iist noktasindaki ektodermal
hiicreler farklilagarak apikal ektodermal sirt1 (AER, Apical Ectodermal Ridge) meydana
getirir. AER, alt-yan mezensim hiicrelerinin -gelisim alan1 (PZ, progress Zone)-

farklilasmadan ¢ogalmalarina devam etmeleri i¢in FGF anlatimi1 ve salgis1 yapar. AER



ve PZ arasindaki etkilesim, uzvun proksimo-distal (Pr-D, omuz-parmak) polaritesini
belirler. AER’den salgilanan FGF aynm1 zamanda, antero-posterior (A-P, bas parmak-
serge parmak) polaritesini kontrol eden posterior mezensimdeki polarizasyon aktivite
alaninda (ZPA, Zone of Polarizing Activity) sonic hedgehog (SHH) anlatiminin
devamlihgmi saglar®. Dorso-ventral (D-V, elin tersi- avug) polarizasyonu, ventral
ektodermden BMPs ve Engrailed] ve dorsal ektodermden WNT7a, AER olmayan
ektoderm sinyallesmesi ile saglanir. Ge¢ uzuv morfogenezi fazi sirasinda uzuv, iskelet,

kaslar, tendonlar, damarlar gibi islevsel organlara olgunlasir.

Posterior

mMezensim - 3 A-p briintii
SHH

Dorsal AER
D-V Oriintli <@ Ektoderm g C
WNT7a FGF Pr-D gelisimi

BPM/EN1
Ventral Ektoderm

Sekil 2-1: Uc uzuv ekseninde, erken uzuv driintiilenmesini yoneten molekiiler etkilesimler.

Pr-D ekseni AER’den salgilanan FGF kontroliinde, A-P ekseni posterior mezensimden salgilanan SHH kontroliinde,
D-V ekseni ventral ektodermden salgilanan BMPs ve EN1 ve dorsal ektodermden salgilanan WNT7a

kontroliindedir.”!

Omurgal1 uzvunun iskeleti, stilopot (pazu ya da uyluk), z6gopot (6n kol ya da
baldir) ve otopot (el ya da ayak) olmak iizre {i¢ temel yapidan olusur (Sekil 2-2). Bu
bolimleme Pr-D ekseninde koordine olur. PZ’de bulunan mezensimal hiicreler,
viicudun yakinindan uzagina dogru uzuv olusumunu baslatir. Bu durumda ilk

Oriintiilinen stilopot, sonrasinda zégopot ve en son olarak otopottur. Parmaklar ise
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Oriintlisi belirlenen en son yapilardir. Uzuv gelisiminin ucunda olan parmaklar A-P

ekseninde olugmaktadir ve zamanla parmaklar arasi bosluklar ile ayrilirlar.

Dorsal I stilopot || Zégopot M Otopot

Posterior / Anterior | Pazu | Dirsek Onkol | Pe}fr?rg gﬂar'
U( = Anterior 1
Ventral £ é
Y &J L g
L L L 2 A—
Posterior al/ Anterior
. —AER

Ventral

Anterior

|
Proksimal

Posterior

Sekil 2-2: Omurgah uzvunun iskeletinin ii¢c temel yapisi ve gelisimi.'”’

AER basta olan segmentasyon modelinde, AER’nin hem aktive edici hem de
baskilayici rolii bulunur (Sekil 2-3). FGF sinyali ile parmaklarin distal dogrultu
biliylimesini saglarken ayni zamanda distal eklem olusumunu baskilar. Ayni1 zamanda
AER’nin varlig1 parmak ucu olusumunu engeller. Eklem olusumu ancak hiicreler bu ve
daha onceden olugsmus eklemin inhibasyonundan ¢iktig1 vakit gerceklesir. Her iki
inhibasyondan da kacildiginda muhtemelen Wntl4 tarafindan indiiklenen eklem
belirteglerinin anlatimi olur. AER’den gelen FGF sinyalinin kesilmesi iizerine son
eklem distal bolgede olusur ve ugta son falanksin olusumunu saglayacak molekiiler

program indiiklenir®.



AER
A\ Parmak === Eklem @ AER | e
Uc yogunlasmasi inhibasyonu
Eﬁiigsyonu AER degradasyonu |
A f— o :
N an
Distal Uzama A l
1
N an
l I [ —
| I e R Se—

Sekil 2-3: Parmaklarin olusumu ve segmentasyonu modeli.”

2.2.2. Yarik El/Ayak Bozuklugu Tanim ve Sikhigi

Yarik el/ayak, el ya da ayaklarda 1. ve 5. parmaklar hari¢, parmaklardaki

uzunlamasina eksikliklerdir.

Yarik el/ayak bozuklugu (SHFM, Split Hand/Foot Malformation) esigi biitiin
falankslarin eksikligi ve metatarsalin kismi eksikligidir. Orta parmaklarin eksikligi el ve
ayakta siklikla yarik goriiniimii yaratir. Ektrodaktili (Yunanca ektroma “anormallik” ve
daktylos “parmak”), yarik el/yarik ayak icin sik¢a kullanilan bir terim olmasina ragmen
falanks hipoplazisi ve ampiitasyon i¢in daha uygundur ve yarik el/yarik ayagi

tanimlamasinda kullanilmasi tercih edilmez®.

SHFM prevelanst her 100.000 dogumda 1 ila 9 arasindadir ve konjenital uzuv

yetersizliklerinin %1-5’ini olugturur®” >,
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2.2.3. SHFM Genetigi

Klinik olarak heterojen olan SHFM, sendromik ya da izole (non-sendromik)
goziikebilir ve aile igerisinde bile fenotipik olarak heterojenite gdosterebilir. SHFM
fenotipik oldugu gibi genetik agidan da yiiksek heterojenite gostermektedir (Tablo 2-3).
Tek gen mutasyonlar1 ya da kromozomal yeniden diizenlemeleri sonucu ortaya ¢ikan

75’den fazla sendromik ya da sendrom ile iliski SHFM tanimlanmustir™.

Tablo 2-3: SHFM OMIM fenotipler ve gen/lokuslar:

Lokasyon Fenotip Kalitim Gen Lokus
2q31 SHFMS SHFM5 -
3q28 SHFM4 OD TP63 -
7q21.2-q21.3 SHFM1 OD - SHFM1
7q21.3 SHFM1D, SHFM1, isitme kayb ile OR DLX5 -
10q24 SHFM3, gen duplikasyon sendromu OD - SHFM3
12q13.12 SHFM6 OR WNT10B -
Xq26 SHFM2 XL - SHFM2

2.3. Genom Boyu Genotipleme

Genom boyu genotipleme (GBG), genom iizerindeki polimorfik lokuslarin
allelik bakimdan siniflandirilmas: ile genomun tamamina genel bir bakis saglar.
Gilinlimiizde genom boyu genotipleme mikrodizilim ya da YND ile yapilabilir. GBG,
birden fazla genom arasindaki kii¢iikk varyasyonlarn karsilastirilmasi saglayan bir
yontemdir. Klinikteki en onemli uygulamasi hastalik yatkinligr ve kisiye ozel ilag
direncinin belirlenmesidir. Ayn1 sekilde GBG, biiyiik kohortlarda, boy, zeka gibi farkli
fenotiplerin genotip ile iliskilendirilmesi amagh kullanilir. Nadir goriilen fenotiplerinde
belli bir genotip ile iligkilendirilmesi amaciyla GBG verisi, genetik baglanti

analizlerinde kullanilabilir.
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2.3.1. SNP dizilimi

Insan genomunun varyasyonularmin detayli bir sekilde haritalanmas1 ve
teknolojik SNP’lerin yiiksek giivenilirlikte cagrilabilmesi yiiksek ¢oziiniirlikte GBG
caligmalarmi miimkiin kilmistir’'. Calismada, Illumina’nm boncuk ¢ipli SNP dizileme
platformu kullanilmistir. [llumina SNP ¢ipleri, her biri tekrarli, rastgele diizenlenmis
boncuklar bulunan dikdortgen seritlerden olusur. Genotiple i¢in bu boncuklar, SNP
bolgesine homoloji gosteren S0mer proplar icerir ve iki allel (A, B) kirmiz1 ve yesil

boya kullanilarak ayirt edilir’.

Cip igerisinde bulunan bir SNP’in, allel spesifik proplarin renk ve i1s1ma
siddetlerinin  dl¢iimlerinden elde edilen sinyaller normalize edildikten sonra,
heterozigotluk kaybi (LOH; Loss of Heterozygosity) ve kopya sayist degisiklikleri
(CNV; Copy Number Variation) incelemesinde kullanilacak olan B allel frekansi1 (BAF)
ve LogR kesiri (LRR, Log R Ratio) metrikleri hesaplanir.

2.3.1.1. BAF ve LRR

Total hidridizasyon yogunlugunu (R), referans seviyeye (Ro) bagil ifade eden
log:R/Rg oran1 (LRR) ve A ve B bagil sinyal degerlerini ifade eden B allel frekansi
(BAF) SNP dizilimi verisinin analizinde kullanilan standart metriklerdir”. BAF, Ng, B
alleli ve N A alleli olmak iizere, Ng/(Ns+Ng) degerlerinin bir yaklagimidir ve sirasiyla

AA, AB ve BB’nin karsilig1 olan 0, 0,5 ve 1 olarak standart {i¢ gruba ayrilir’*.

2.3.1.2. CNV Tespiti

CNV analizleri GenomeStudio yazilimina ek olarak gelistirilen CNVpartition
yazilimi tarafindan gergeklestirilir. Bu yazilim CNV’lerin genelinin 0 ve 4 kopya
arasinda oldugunu varsayarak, homozigot delesyon, heterozigot delesyon, dizigot
(normal durum), trizigot (bir ek kopya), ve tetrazigot (iki ek kopya) olmak {izere bes
secenek bulundurur. CNVpartition, LRR ve BAF degerlerini, basit iki degiskenli Gauss

dagilimi olarak miimkiin olan on dort kopya genotipi icin modeller. Her ¢alisilan her
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lokus i¢in, o lokusun LRR ve BAF degerleri modellenen on dort genotipin degerleri ile

karsilastirilarak, 6n kopya sayisi hesaplanir *.

2.3.2. Homozigot Haritalama

Homozigot haritalama, bir ¢iftin, ¢ocuklarina gegirdikleri, ayn1 kokenden gelen
0zdes kromozom parcalarmin incelenebilecegi bir yontemdir. Cocuk, her iki bireyden
0zdes parcasini aldig1 kromozom bdlgesi i¢in otozigottur. Otozigotluk akraba evliligi
olan aileler igerisinde birden fazla bireyin genetik verisi mevcut ise tespit edilebilir®®.
Otozigotlugun incelenmesi i¢in baglantili belirtecler setler halinde ele alinmalidir.
Beraber kalitilan bu belirte¢ setinin tek bir homolog kromozom iizerindeki genotip
haritas1 haplotip olarak isimlendirilir’’. Homozigot haritalama, g¢ogunlukla akraba
evliliklerinde, otozigot hastalik bolgenin bulunmasini, komsu bélgelerin de homozigot
olacagi nedeniyle, ebeveynlerden gelen bolgelerin haplotiplerinin karsilastirmasi ile
gerceklestirir’®. Bu bolgelerin Mendelyen resesif kalitim modeline gore, ailedeki saglikli
bireylerin heterozigot ya da wt homozigot, hasta bireylerin ise mt homozigot olmasi

beklenir.

2.4. Baglant1 Analizi

Genetik baglanti, ayn1 kromozom iizerinde bulunan iki lokusun, bir sonraki
kusaga beraber aktarilmasidir. Mendel’in bezelye deneyleri sirasinda aralarinda baglanti
bulunmayan 6zelliklere denk gelmesi ile “bagimsiz dagilim” ilkesine varmistir”. Ancak
Morgan’in D. melanogaster deneyleri ile birlikte fiziksel olarak birbirine yakinlhigi
arttikca lokuslarin karsilikli parca degisimi sirasinda farkli kromatitlere dagilmadigi ve
beraber kalitilma olasihiginin arttigi goriilmiistiir® (Sekil 2-4). Birbirine fiziksel olarak
yakin lokus arasinda rekombinasyon olasilig1 diisiik olacagindan, beraber kalitilma
olasiligr yiiksek olan iki lokus baglantili olarak isimlendirilir. Farkli kromozomlar

iizerindeki lokuslar tam olarak baglantisizdr.
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Sekil 2-4: Karsihikli par¢a degisimi ile rekombinant gamet olusumu ',

Sturtevant’in gri-eozin disi ve sari-kirmizi erkek ebeynlerden elde edilen bireyleri ¢aprazlamasi. g.e. gray-
eosin, g.r. gray-red, y.r. yellow-red, y.e. yellow-esoin.

Nature Education’da belirtildigi iizere sekil, {izerinde herhangi bir degisiklik yapmadan kullanilmistir ve
seklin tezde kullanilmast uygundur. (https://www.nature.com/scitable/topicpage/thomas-hunt-morgan-

genetic-recombination-and-gene-496)

Morgan’in Ogrencisi Sturtevant, D. melanogaster ¢alismalarinda, baglanti
lokuslarin dogrusal uzakliklarmin diizenlenmesi ile baglanti haritasim ¢ikardi*'(Sekil 2-
5).Baglant1 haritasinin yapiminda iki 6zellik arasinda 0,01 ya da %1 rekombinasyon
frekansin1 gosteren ‘“‘harita birimi” daha sonradan santimorgan (cM, centimorgan)

olarak isimlendirildi.
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0
Sturtevant's symbols: *E? IE T T
¥ chromosome locations: 0.0 1.0 30.7 33.7 57.6
Modern symbaols: ¥ W v m r
/N /N /!
Yellow White Vermilion  Miniature Rudimentary
hm’ly eyes ] wings wings

Sekil 2-5: Sturtevant'in D. melanogaster gen haritas1'*®,

Sturtevant’in gen haritasinda, 6 6zellik dogrusal kromozom {izerinde B fenotipine olan bagil uzakliklarina gore
yerlestirilmiglerdir. Bu fenotipler, sar1 viicut(B), beyaz gozler(C,0), kirmiz1 gozler (P), kiigiik kanatlar(R) ve
gelismemis kanatlardir(M)

Nature Education’da belirtildigi tizere sekil, izerinde herhangi bir degisiklik yapmadan kullanilmistir ve seklin tezde
kullanilmasi  uygundur. (https://www.nature.com/scitable/topicpage/thomas-hunt-morgan-genetic-recombination-

and-gene-496)

Iki lokus arasindaki rekombinasyon frekansi, ayni zamanda O ile 1 arasinda
olasiliksal deger alan rekombinasyon kesiri “0” olarak da isimlendirilir. 6, 0 ile 1
arasinda deger alabilmesine karsin kromozom {iizerinde Poisson siirecine bagli birden
fazla karsilikli parca degisimi olay1 meydana geldiginden dolay1 ger¢ekte hig¢ bir zaman,

ayr1 kromozomlar igin rekombinasyon kesiri olan % oranini gegmez*.

Baglant1 analizinin amaci, bir aile icerisinde ilgilenilen bir ya da birden fazla
fenotipin ortaya ¢ikmasi ile iliskili genetik bir mekanizmanin varligin1 ya da yoklugunu
aydinlatmak ve eger bdyle bir mekanizma var ise bireyleri genotiplerine gore
siniflandirmaktir®. Baglantinin varligi aile igerisinde gozlenen iki 6zelligin iliskili
olmas1 temelindeki istatistiksel analizlere dayanir. Baglantinin varlig1 sorgulanirken iki
hipotez sinanir; baglantinin olmamasi (8 = ’%; sifir hipotezi) ve belli bir rekombinasyon
frekans1 ile baglanti olmasi (0 < '5; alternatif hipotez)*. Iki 6zellik arasindaki
baglantinin varlig1 ya da yoklugunu belirleyen kriter, iki 6zelligin dagilim modelinin,
baglanti olan durumda (0 = 0) gozlenme ihtimalinin, baglanti olmayan durumda (0 = %)
gozlenme olasihigina oramdir® (2-1). Bu olasilik oram “L” ile gosterilir ve raporlanirken

lod skoru diye isimlendirilen 10 tabanli logaritmas1 verilir.
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baglantiliolasihgr _, (1—-6)"x 6" @-1)

LOD=Z=lo — (1-0)"x6"
B10 baglantisiz olasiligi 10 5(NR+R]

R: Rekombinant NR: Rekombinant olmayan

Baglantinin varliginin kabul edilebilmesi i¢in lod skor en az 3 (olasilik orani
1000:1) olmahdir. LOD skoru analizi iki 6zellik yani sira ¢oklu genetik belirteg
kullanilarak gerceklestirebilir. Cok noktali analizde ise fenotip ile iliskili olabilecek
bolgelerin daha kesin baglanti haritasi ¢ikartilabilir*. Baglanti analizleri, ¢ok miktarda
hesap gerektiren analizler oldugu i¢in bu analizleri gerceklestirecek Allegro®,
Genehunter”® gibi bilgisayar programlar1 ve bu programlar1 kullanimimi kolaylastiran

EasyLinkage® gibi grafik kullanic1 arayiizleri mevcuttur.

2.5. Ekzom Dizileme

Ekzom dizileme (ED), Bolim 2.1°’de anlatilan YND yonteminin 6zellesmis ve
hedefli bir tipidir. ED, insan genomunun, proteine donen yaklasik 30 milyon baz ya da
%1°1ik*® kismin1 olusturan yaklagik 180.000 ekzonu hedefler’’ ve dizileme 6ncesi bu
kodlayan kismin diger genomik bolgelerden ayrilmasi i¢in genom dizilemeden farkli
adimlar icerir. Hedeflenen ekzonlarin yakalanmasinda, Kati-faz melezlemesi®?, sivi-faz
melezlemesi®, molekiiler inversiyon proplari®* (MIP) ve primer uzama ile yakalama®
(PEC), gibi metotlar Sekil 2-6’te gelistirilmistir. Hedeflenen bdlgeler daha sonra bir
YND platformunda dizilenir.
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Sekil 2-6: Farkh yakalama metotlarinin tasviri.'”

Mavi bolgeler yakalanmak istenilen, kirmizi ise istenmeyen genomik
bolgeleri gostermektedir. A) Kati-faz melezlemesi. B) Sivi-faz

melezlemesi. C) MIP. D) PEC.

ED, genomun yalnizca %]1’ine odaklanmasina ragmen Mendelyen kalitim
gosteren hastaliklarin genetik etiyolojilerinin aydinlatiimasinda biiyiik rol oynamustir.
Bunun en biiyiik sebebi genetik kokenli hastaliklarin %85’inin, genomdaki protein

kodlayan bolgelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmasindandir®®. Tek
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gene baglh hastaliklar tek tek nadir olsalar bile, toplu olarak diisiiniildiiklerinde 5856’
gibi yliksek bir sayiya tekabiil ederler. Bugiin itibari ile 10.000’1 askin gen iizerinde
256070 bildirilmis varyasyon bulunmaktadir’. Gelismekte olan antisense terapi gibi

fakli farmokolojik yontemlerle klinikte uygulama bulan varyasyon sayis1 artmaktadir.

[Ik uygulanmasindan®' bu yana, ¢alismalarda kisitli hasta olmasma ragmen ED
ile bircok hastaligin nedeni olarak literatiire bildirilen varyasyon sayisi iissel olarak
artmigtir” %', Otozomal resesif hastaliklarin altinda yatan genetik sorunlar, aralarinda

62-64

akrabalik bulunmayan bireylerin ya da aym aileden bireylerin®*® bulundugu

calismalarda bazi durumlarda da homozigot haritalama kullanilarak® " tanimlanmustr.

2.6. Sanger Dizileme ile Gen Taramasi

Sanger dizileme, zincir sonlandirma metoduna dayanan 1977 yilinda Sanger
tarafindan icat edilen* ve Applied Biosystems tarafindan ticarilestirilen DNA dizilme
metodudur. Yontem PZR ile senteze dayalidir ancak PZR’den farkli olarak reaksiyon
sirasinda normal niikleotitler ile beraber florokrom ile isaretlenmis dideoksi

niikleotitler(ddNTP) de kullanilir (Sekil 2-7).

NH-
O (@) O N S
I I I < N
HO—P—O—P—O—P—O _
| | | N N
OH OH OH
OH
Deoksiadenozin trifosfat
NH->
o o o N ==
I Il Il &< | N
HO—FP—O—FP—O—FP—O ,)
I I | N N
OH OH OH o
Didecoksiadenozin trifosfat

Sekil 2-7: dATP ve ddATP sematik gosterimi.
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Dideoksi niikleotiler, polimerazin sentez sirasinda fosfodiester baginin
kurulmasinda kullanilan 3’ karbona bagli OH grubundan yoksundurlar. Bu OH
grubunun eksiligi nedeniyle polimeraz bir sonraki niikleotidi ekleyemez ve
polimerizasyon son bulur. Her dort bazin ddNTP’si karisim igerisinde bulundugu ig¢in
polimerizasyon rastgele farkli noktalarda sonlanarak farkli uzunluklarda DNA parcalari
iiriin olarak olusur. Bu DNA iiriinleri daha sonra kapiler jel elektroforezi ile ayrilarak
florokromlarin renklerine gore niikleotitler ayirt edilerek dizileme gercgeklestirilir (Sekil

2-8).

I Reaksiyon Kansimi

* Primer ve DNA sablonu » DNA polimeraz
» Florckromlu ddNTP'ler » dNTP'ler (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP)
Primer
| [N 5'
ddMNTPlar
ddTTP g
SAATE ® Kapiler jel elektroforezi ile
ddGTP—@ DNA pargalarinin ayrimi
2 Primer uzama Kapiler jel
ve zincir sonlandirmasi A : T : p
s el Lazer ) Detektor ﬁ'
S e 3’
& e 3

e e 3T

O e —— ],
- I 4 Florokromlarn azer ile deteksiyonu
srrrrrrTrrrTTTTTTd’ | ve kompitasyonel dt anala

Sekil 2-8: Sanger dizileme basamaklari.

Arastirma ve klinik calismalarda hala altin standart”’ olarak kullanilan bu
yontem ¢ok uzun olmayan genlerin veya genom iizerindeki kiiciik bdlgelerin
dizilenmesi i¢in idealdir. Hedeflenen genlerin ekzonlarina 6zgii tasarlanan primerler ile

RNA ve proteine gecen ya da kirpilmaya etki edebilecek varyasyonlar taranabilir.
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2.7. Gercek Zamanh Analizler

2.7.1. Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi

Yiiksek coziiniirlikli erime analizi (HRMA, High Resolution Melting Analysis),
iki iplikli DNA molekiiliindeki, mutasyonlarm, polimorfizmlerin ve epigenetik
degisimlerin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir™?. PZR ile birden fazla 6rnekte
ayni anda genotiplemeyi, dizileme ya da SNP diziline karsin daha hizli ve uygun
maliyetli sekilde gerceklestirebilir. Genotip ayrimi, florisiyict DNA  boyasi ve
etiketlenmemis oligoniikleotit proplarin bulundugu ortamda gergeklesen asimetrik PZR
ile yapilir”. Yontemin temelinde, DNA’nin 1s1 ile denatiirasyonu yani iki iplikli
DNA’nn 1sitilarak bazlar arasi hidrojen baglariin kopmasi vardir. Incelenen dizilerde
bulunan varyasyonlara bagli olarak degisen florisima erime egrilerinin incelenmesi ile

farkli genotiplerin ayrimi yapilir (Sekil 2-9).

Mutant DNA
Normal DNA e.g. agctacgctacgcgatgetagctacgetacg

e.g. agctacgctacgctatgetagetacgetacg

Florisi

55C = 95C

Sekil 2-9: Floris1 erime egrisi ile genotiplerin ayrima.

Farkli homozigot allel varyantlar1 ayrilirken floris1 erime egrisinin sicakliga
bagh kaydig1 goziikiirken heterozigot durumdaki Orneklerin floris1 erime egrilerinin
sekillerinin degistigi gozlenir (Sekil 2-10). Bu yilizden heterozigot genotipin homozigot
genotiplerden ayrimi daha verimli sekilde yapilabilitken homozigot wt ve mt

genotiplerin kendi icleri i¢inde ayrimi bazi durumlarda miimkiin olmayabilir. Bu
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durumlarda ¢alisilan homozigot DNA’lara, belli bir oranda homozigot wt, saglikli
kontrol DNA’st katistirilarak(spike-in), mt homozigot bulunan tiiplerde kismi

heterozigotluk yaratilmasi ile, homozigot heterozigot ayrimi yapar gibi ¢alisilabilir.

100-

95

50

Ea

a0

75

i Homozigot
mt

65

&0

55

o Heterozigot ——

5

Homozigot

WL

Normalize Florisima

40
]
30-
%
2
16

10
764 766 768 77 772 774 T76 7P 78 782 784 786 798 79 742 794 796 798 B0 A02 A04 B0 BOO 81 @12 B14 G16 §18 A2 622 A24 26 B2B B3 BA2 A4 B36

Sicaklik

Sekil 2-10: HRMA ile homozigot wt, homozigot mt ve heterozigot ayrimi.

2.7.2. qPZR ile CNV Dogrulamasi

Kantitatif gercek zamanli PZR, gen anlatimini analizlerine benzer bir sekilde
kopya sayis1 varyasyonlarinin kantifikasyonu i¢inde kullanilabilir. Bu yontem ilk olarak
Charcot-Marie-Tooth hastaligindaki kaybin tespitinden™ sonra, kistik fibroz”, ve
noropati’® gibi ¢esitli birgok Mendelyen hastaligin ve farkli kanser tiplerindeki” "
CNV’lerin tespitinde kullamilmistir. Bu yontem gercek zamanli PZR¥®' ve PZR
sirasinda serbest kalan 5’ raportdr boya ve 3’ sogurucu boya bulunduran proplardan
yararlanilir. PZR nin ilerleyisi gercek zamanli olarak florigima miktarmin 6lgiimii ile ve

florisimanin segilen esik dongili sayisma (Cr) ulagmasi ile takip edilir. Farkliliklarin

kontroliiniin saglanmasi i¢in ¢alisma sirasinda, genomik DNA girdileri esit olmali ve
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ayni zamanda kopya sayis1 bilinen referans genomik bir bolge ve saglikli bir kontrol ile

caligilmalidir.

Elde edilen verinin analizi karsilastirmali Cr yontemi ile gerceklestirilebilir. Bu

024G,

yontemde kat degisimi yani CNV degeri formiilii ile hesaplanir**. Bu

formtiliin agilim1 formiil 2-2°de gosterilmistir.

2~ 4*“r=[(Ilgilenilen Genin C,degeri— I¢ Kontrol C, Degeri) OrnekA | (2-2)
—(flgilenilen GeninC . degeri — I¢ Kontrol C, Degeri) Ornek B]

Ornek B referans olarak kullanilan saglikli kontrol ve 6rnek A CNV igin test edilen érneklerdir.
Aym sekilde ilgilenilen gen CNV i¢in test edilen gen ve i¢ kontrol ise CNV olmadig1 bilinen

referans gendir.
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3. GEREC VE YONTEM

4. Gereg

4.1.1. Calisma Kapsaminda Incelenen Aileler

Calisma, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu 16.03.2018 tarihli 101525 sayili izni, Istanbul Teknik Universitesi Insan
Aragtirmalar1 Etik Kurulu 28.8.2014 tarihli MBG.22/2014 sayili izni, ve Quaid-i-Azam
Universitesi Hayvansal Bilimleri Béliimii Etik Kurulu 27.8.2014 tarihli HG-148 sayili

izni kapsaminda gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda SHFM fenotipi goriilen, imzali goniilli onam formu
almmis, dort aileye mensup 41 birey incelenmistir. Aile ve birey isimlendirmeleri
sifirdan yapilmayip gelecekte referansinin kolay olmasi ve daha dnceki isimlendirmeler
tutarliligi acisindan projedeki isimleri ile ayni birakilmistir. Pakistan’dan gelen
numaralandirilmis DNA Ornekleri ileri ¢alismalarda kullanilmak iizere -20°C
buzdolaplarinda tutulmustur. Calismadaki bireylerin klinik degerlendirmesi Pakistan
Quaid-i-Azam Universitesi Hayvan Bilimleri Béliimii tarafindan gerceklestirilmistir.
Hasta bireylere ek olarak, ailedeki saglikli kardesler ve ebeveynler klinik olarak
degerlendirilmistir. Caligsmadaki biitlin aileler i¢in aile agaglari ¢izilmis ve etkilenmis ve
normal bireylerin ayrimi net olarak yapilmistir. Bireylerin ayrintili klinik incelemeleri
dahilinde X-ray goriintiileri bulunmaktadir. Aile agaclarinda DNA 6rnegi bulunan
bireyler ‘*’, DNA oOrnekleri karistirilarak SNP dizilimi ¢alisilan bireyler ‘’, tek basina
SNP dizilimi ¢aligilan bireyler ‘I’°, ve ekzom dizileme yapilan bireyler ‘§” sembolleri ile

gosterilmistir.

4.1.2. Aile MA134

Ailede kirk dokuz birey ve alti jenerasyon incelenmistir (Sekil 3-1). Aile
icindeki toplam yirmi bir evliligin on biri akraba evliligidir. Bu alt1 jenerasyonun
iictinde hastalik ayrim gostermistir. Bes erkek, bes kadin olmak iizere toplam on bireyde

SHFM goriilmektir.
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Sekil 3-1: Sekil 3-1: MA134 aile agaci.

DNA 6rnegi olan bireyler * isareti ile belirtilmistir. SNP dizilimi ¢aligilan bireyler § ile belirtilmistir. DNA 6rnekleri

karigtirilarak SNP dizilimi ¢alisilan bireyler 1 ile gosterilmistir.
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4.1.3. Aile MA135

Ailede kirk iki birey ve sekiz jenerasyon incelenmistir (Sekil 3-2). Aile i¢indeki
toplam on sekiz evliligin on dordii akraba evliligidir. Bu sekiz jenerasyonun besinde
hastalik goziikmiistlir. Bes erkek, ii¢ kadin olmak {izere toplam sekiz bireyde SHFM

goriilmektir.
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Sekil 3-2: MA13S5 aile agaci.

DNA 06rnegi olan bireyler * isareti ile belirtilmistir. SNP dizilimi ile gen bireyler I ile belirtilmistir. DNA 6rnegi

karigtirilarak SNP dizilimi ¢aligilan bireyler T ile gosterilmistir. Ekzom dizileme yapilan bireyler § ile gosterilmigtir.
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4.1.4. Aile MA136

Ailede yirmi yedi birey ve alt1 jenerasyon incelenmistir (Sekil 3-3). Aile i¢indeki
toplam on evliligin yedisi akraba evliligidir. Bu alt1 jenerasyonun ikisinde hastalik
goriilmektedir. Iki erkek ve bir kadmn olmak iizere toplam ii¢ bireyde SHFM

goriilmektir.
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Sekil 3-3: Sekil 3-3: MA136 aile agaci.

DNA 0Ornegi olan bireyler * isareti ile belirtilmigtir. SNP dizilimi ¢aligilan bireyler i

dizileme yapilan bireyler § ile gosterilmistir.

ile belirtilmistir. Ekzom
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4.1.5. Aile MA154

Aile, akraba evliligi yapmus cift ve onlarin dort kadin bes erkek cocuklarindan

olusmaktadir (Sekil 3-4). SHFM iki erkek kardeste goriilmektir.

1 *1

O

Y1 Y2
7 Y3 Y5 Y4

Sekil 3-4: MA154 aile agaci.

DNA 6rnegi olan bireyler * isareti ile belirtilmistir. SNP dizilimi galisilan bireyler } ile belirtilmistir.



31

4.1.6. Cahismada Kullanilan Laboratuvar Cihazlari

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 3-1’de gosterilmistir.

Tablo 3-1: Calismada kullanilan cihazlar ve iiretici firmalar.

Cihaz Ad1 Firma
Hassas terazi Shimadzu
Otomatik pipetler Gilson, Eppendorf
Buzdolabi +4°C Sanyo
Derin dondurucu (-20°C, -80°C) Ugur, Heraeus Sepatech
Sogutmali santrifiij Eppendorf
Masa iistii mini santrifiij Hettich, Eppendorf
Elektroforez aleti ThermoFisher Scientific
Gii¢ kaynag Stratagene
PZR cihazn BioRad
Vorteks Kermanlar, Yellowline
Flow kabin ThermoFisher Scientific
Spektrofotometre Nanodrop
Hibridizasyon firim Heraeus

Jel goriintiileme sistemi UVP Imaging System
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4.1.7. Cahsmada Kullanilan Cozeltiler

Caligma kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3-2’de gosterilmistir.

Tablo 3-2: Calismada kullanmilan c¢ozelti ve kimyasallar.

Cozelti ad1 Firma/Ulke
Etidyum Bromiir Sigma, Almanya
Agaroz Invitrogen, Isvicre
DMSO Sigma, Almanya
Betain Promega, ABD
MgCl, Roche, Almanya
dNTP seti (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) Roche, Almanya
Taq Polimeraz Roche, Almanya
DreamTaq Green PZR Master Mix ThermoFisher Scientific, ABD
LightCycler 480 High Resolution Melting Roche, Almanya
Master

4.1.8. Calisma Kapsaminda Hizmet Alinan Firmalar

Caligma kapsaminda hizmet alinan firma ve kurumlar Tablo 3-3’te

gosterilmistir.

Tablo 3-3: Calisma kapsaminda hizmet alinan firma/kurumlar.

Almnan Hizmet Firma/Kurum Adi
SNP dizilimi (Illumina Infinium OmniExpress 700k) Macrogen
SNP dizilimi (Ilumina Infinium OmniExpress 700k) Yale Center for Genome Analysis

Ekzom Dizileme (Illumina, IDT xGen exome Kit) Yale Center for Genome Analysis




4.1.9. Cahismada Kullanilan Bilgisayarlar

Calisgma kapsaminda kullanilan bilgisayar ve

gosterilmistir.

Tablo 3-4: Calismada kullanilan bilgisayarlar.
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amaclar1 Tablo 3-4’te

Kullanim Amaci islemci RAM Isletim Sistemi
ED analizleri Intel Core 17-5930K CPU @ 3.50GHz 64 Gb Ubuntu 18.04
SNP dizilimi analizleri Intel Core 17-5930K CPU @ 3.50GHz 64 Gb Microsoft Windows 10
Baglant1 analizleri Intel Core 2 Quad CPU Q6660 @ 2.40GHz 2 GB Microsoft Windows XP
Programlarin Yazim Intel Core 15-2520M CPU @ 2.50GHz 8 GB Debian Testing

4.1.10. Calismada Kullanilan Elektronik Veri tabanlari

Caligmada analiz amagli kullanilan elektronik veri tabanlar1 Tablo 3-5’te

verilmistir.

Tablo 3-5: Calismada kullamilan veritabanlari.

Veritabam Baglanti Kullanim Amaci
UCSC https://genome.ucsc.edu/ Referans genom
RefSeq https://ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ Referans transkriptom
Ensembl https://ensembl.org/vep Gen/frekans anotasyonu
dbSNP https://ncbi.nlm.nih.gov/snp/ SNP anotasyonu
Decipher https://decipher.sanger.ac.uk CNV veri tabani
gnomAD https://gnomad.broadinstitute.org/ SNP frekans anotasyonu
OMIM https://ncbi.nlm.nih.gov/snp/ Hastalik anotasyonu
Clinvar https://ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ Varyant 6nem anotasyonu
HPO https://hpo.jax.org/ Fenotip anotasyonu
Uniprot https://www.uniprot.org/ Protein veri tabani

Robetta http://robetta.bakerlab.org/

Protein Modellemesi
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4.1.11. Cahismada Kullanilan Yazilimlar

Caligmada yazilim gelistirilmesinde kullanilan python paketleri Tablo 3-6’da

verilmistir.

Tablo 3-6: Yazilimlarin gelistirilmesinde kullanilan python paketleri.

Paket ismi Kullamldig1 yazihim Islevi
responses v0.10.5 Dove Ensembl VEP API baglantis1
pandas v0.23.4 Dove Vcf ve anotasyon dosyalarinin iglenmesi

Calismada SNP diziliminin analizinde kullanilan yazilimlar Tablo 3-7’de

verilmistir.

Tablo 3-7: SNP dizilimi analizlerinde kullanilan yazilimlar.

Yazihm ismi islevi
GenomeStudio v2.0.4 SNP dizilimi verisinin analizi
cnvPartition CNV Analysis v3.2.0 GenomeStudio iginde CNV analizi
CNYV Region Report v2.1.2 GenomeStudio CNV analizlerinin raporlanmasi
PLINK Input Report v2.1.4 GenomeStudio’dan SNP dizilimi verisinin Plink’e uygun

formatta ¢ikt1 alinmasi
Plink v2.0 GBG verisinden homozigot bélgelerin belirlenmesi
EasyLinkage v5.082 Cesitli baglant1 analiz programlari i¢in grafik arayiiz
Allegro v2.0f Baglanti analizleri ve haplotiplerin olusturulmasi
Pedcheck v1.00 Baglanti analizi 6ncesi Mendelyen uyumsuzluklarin tespiti

HaploPainter v1.043 Haplotiplerin aile agaci iizerinde gosterimi
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YND verisinin analizinde kullanilan yazilimlar Tablo 3-8’de verilmistir.

Tablo 3-8: ED analizinde kullanilan yazilimlar.

Yazihm ismi islevi
FastQC v0.11.8 Fastq dosyalar1 kalite kontrolii
Bwa v0.7.1 Referans genoma hizalama
Picard v2.19.2 BAM dosyalarinin iglenmesi
GATK v3.6 Kalite skorlar1 kalibrasyonu/Varyantlar1 ¢cagirma/Okuma derinligi

kapsami hesaplanmasi
VEP release 95.0 Varyantlarin anotasyonu
Picus v 0.04 Varyantlarin ACMG yonergesine gore siniflandirilmasi
IGV v2.5.3 BAM dosyasinda hizalanan okumalarin gorsellestirilmesi
Mutalyzer v2.0.30 Varyantlarin isimlendirilmesinin kontrolii
Primer-BLAST Primer tasarimi
CLC Main Workbench v5.02 Sanger dizileme sonucu kromatogramlarin gorsellestirilmesi
Clustalo v1.2.4-2 Coklu protein dizi hizalamasi

Calismanin yaziminda kullanilan yazilimlar Tablo 3-9’da verilmistir.

Tablo 3-9: Caliyma yaziminda kullanilan yazilimlar.

Yazihm ismi islevi
Latex pst-pdgr v0.4 Aile agacglarin ¢izimi
Libre Office v6.1.5.2 Tez yazim

GIMP v2.10 Tez gorsellerinin hazirlanmasi
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4.2. Yontem

4.2.1. Ailelerin Analizlerinde izlenen Yontem

Aile agaci incelendiginde ailenin farkli kollarinda, birbirlerine yakin derecelerde
akraba olan saglikli ebeveynlerin, her iki cinsiyetten de hasta ¢ocuklarmin oldugu
goriilmektedir. Ebeveynlerin saglikli olmasi, hastalifin cinsiyet ayrimi yapmiyor
olmasi, cinsiyet kromozomlar1 bagl kalitima kars1 delillerdir. Hastaligin ailenin birden
fazla kolunda akraba evlilikleri sonucu ortaya ¢ikmasi otozomal dominant bir modele
kars1 delil olusturur. Ote yandan bu gdzlemler otozomal resesif bir kalitim modelini

desteklemektedir®.

Otozomal resesif kalittm modeli ve hastaligin ailenin farkli kollarinda ortaya
¢ikmis olmasi bu farkli kollardaki bireylerin 6rneklerinin havuzlanarak calisilabilmesini
ideal bir yontem yapar. Homozigot haritalamada, hastalik ile iliski bolge bireyler
arasinda degismeden paylasilacagindan homozigot olarak goziikecek, hastalik ile iligkili
olmayan genom bdélgeleri ise ailenin farkli kollarinda meydana gelen rekombinasyon

olaylar1 sonucu homozigotlugunu kaybetmis olacaktir.

Ailelerin analizlerinde uygulanan genel yontem Sekil 3-5’da gdsterilmistir.
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Havuzlanmig e
SNP dizilimi S el
Veri
Homozigot Homozigot baglanti
haritalama haritalama analizi i¢cin

uygun?

Aday bolge
bulundu?

Aday bolge

bulundu? Baglanti analizi

Aday bolgedeki
genlerin Sanger
dizileme ile
taranmasi

l

CNV analizi

Sanger ve/veya
HRMA ile Aday Gergek zamanl
varyantin ailede varyant ﬁﬂfgngﬂ,\! PCR ile CNV
ayrigiminin bulundu? : dogrulanmasi
incelenmesi

Tim ekzom
dizileme

Tez kapsam dis!

Sekil 3-5: Ailelerin incelemesinde izlenen genel yontem akis semasi.
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4.2.1.1. Aile MA134 inceleme Yontemi

MA134 ailesinin incelenmesinde izlenilen yontem akisi Sekil 3-6° da verilmistir.

Havuzlanmis

SNP dizilimi
Homozigot
haritalama

Aday boélge
bulundu?

Aday boélgedeki
genlerin Sanger
dizileme ile
taranmasi

Sanger ve/veya

HRMA ile
varyantin ailede varyant
ayrisiminin bulundu?

incelenmesi

Sekil 3-6: MA134 ailesinin incelenmesinde izlenen yontem akis semasi.
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4.2.1.2. Aile MA135 inceleme Yontemi

MA135 ailesinin incelenmesinde izlenilen yontem akisi Sekil 3-7° de verilmistir.

{ MA135 ’

4

Havuzlanmig

‘ SNP dizilimi |

SNP dizilimi
Veri
Homozigot Homozigot baglanti
haritalama haritalama analizi icin
uygun?

Aday bolge
bulundu?

Aday bolge

bulundu? Baglant1 analizi

genlerin Sanger
dizileme ile

Aday bolgedeki ‘
taranmasi

CNV analizi |

Aday
varyant
bulundu?

Aday CNV
bulundu?

Tez kapsam disi

Tiim ekzom
dizileme

Sekil 3-7: MA13S5 ailesinin incelenmesinde izlenen yontem akis semasi.
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4.2.1.3. Aile MA136 inceleme Yontemi

MA135 ailesinin incelenmesinde izlenilen yontem akis1 Sekil 3-8 de verilmistir.

[ MA136 ’

T

SNP dizilimi

A 4

Homozigot
haritalama

Aday bodlgedeki ’
genlerin Sanger evet Aday bdlge
dizileme ile ’ bulundu?

taranmasi

hayir

Aday
varyant
bulundu?

‘ CNV analizi

Aday CNV
bulundu?

Tez kapsam disi

dizileme

‘ Tium ekzom

Sekil 3-8: MA136 ailesinin incelenmesinde izlenen yontem akis semasi.
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4.2.1.4. Aile MA154 inceleme Yontemi

MA135 ailesinin incelenmesinde izlenilen yontem akis1 Sekil 3-9° da verilmistir.

{ SNP dizilimi
Homozigot
haritalama

Aday bolge
bulundu?

CNV analizi

Gercek zamanh
PCR ile CNV
dogrulanmasi

Aday CNV
bulundu?

Sekil 3-9: MA154 ailesinin incelenmesinde izlenen yontem akis semasi.
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4.2.2. Akis Hatti Yazihhminin Programlanmasi

Akis hatt1 yazilimi, hazirlanan akis hatt1 yapilandirma dosyasini okuyarak, bu
dosya igerisinde belirtilen tanimlamalara uygun sekilde islemleri gerceklestirmek
sekilde planlanmustir. Islemlerin argiimanlari ve parametreleri ve calisma siralari

yapilandirma dosyasi tizerinden verilir.

4.2.2.1. Akis Hatti1 Yazihhminin Yapisi

Yazilim, pigeon.py, pipeline.py, parseconfig.py, ve runpipe.py olmak iizere dort
temel dosyaya ayrilmistir (Sekil 3-10).

$ tree pigeon

—

t:: example.conT

Sekil 3-10: Akis hatti yaziliminin dosya sistemi iizerindeki yapisin1 gosteren tree komutu

ciktisi.
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pigeon.py Islevi
Bu dosya, kullanicinin komut satir1 ile programa erisimini saglar. Kullanicinin

verdigi arglimanlar burada ayristirilarak uygun islemler cagrilir.

parseconfig.py Islevi

Bu dosya, yazilima saglanan yapilandirma dosyasi igerisinde gecen argiimanlari

ayristirarak kullanima hazir hale getirir.

pipeline.py Islevi
Bu dosya, yazilimin temeli olup saglanan argiimanlar1 bir araya getirerek akis

hattinda kullanilacak komutlar1 olusturur.

runpipe.py Islevi
Bu dosya, akis hatt1 calistirildiginda pipeline.py tarafindan olusturulan komutlari

kabuga(shell) gecirerek calistirilmasini saglar.

4.2.2.2. Akis Hatt1 Yapilandirma Dosya Yapisi

Yapilandirma dosyalarinin ayristirilmasi  python configparser modiilii ile
gerceklestirilir ve dosya yapist bu modiiliin dokiimantasyonuna uygun olarak
gelistirilmistir. Bu formata ek olarak okunabilirligi arttirmak iizere argiimanlar icerisine

yeni satir eklenebilir.

Yapilandirma dosyasi, islenecek dosyalarin, sonuclarin yazilacagi klasoriin,
calisacak yazilimlarin sirasinin, her yazilimin kendine 06zgii arglimanlarinin ve
analizlerde kullanilacak ek verilerin tanimlanabilecegi diiz metin dosyasidir. Bu dosya
kendi icerisinde, PROJECT, GENERAL, INCLUDE, PIPELINE isimli dort tanimli
boliim ve kullanicinin her yazilim i¢in ekleyebilecegi boliimlerden meydana gelir. Her
bolim ismi, [PROJECT] gibi koseli parantezler icerisinde belirtilir. Kullanic1 yorumlari

satira ‘#” karakteri ile baglayarak eklenebilir.
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PROJECT Boliimii

Bu boliim igerisinde ¢aligmalar arasi degisebilecek argiimanlar tanimlanir (Tablo
3-10). Istege bagli project name degiskeninin olmamas1 durumunda ¢alistirma tarih ve
zamani proje ismi olarak output dir degiskeninin olmamasi durumunda ise komutun

calistirildig: klasor ¢iktilarin yazilacagi klasor olarak kullanilir.

Tablo 3-10: Projeye o6zgii argiimanlar boliimii.

Argiiman Gereklilik Islevi
project name Istege bagl Calismaya 6zgii isim
output_dir Istege baglh Caligma sirasinda ¢ikt1 dosyalarinin yazilacagi klasor
input_files Zorunlu Akis hattinda analizin yapilacag girdi dosyalari
input_names Istege bagh Girdi dosyalarinin isimleri
GENERAL Boliimii

Bu boliim igerisinde caligmalar arasi degigsmeyecek arglimanlar tanimlanir.
Burada referans genom, popiilasyon varyasyon verisi ya da kullanilan yazilimlarin
gerektirdigi herhangi bir dosya ya da linke baglanti verilebilir. Verilen dosyalarin, dosya
sistemi {lizerindeki tam yollar1 verilmelidir. Bu kisimda tanimlanan degiskenler daha

sonra islem boliimlerinde, $ {GENERAL:degisken} formati ile kullanilabilir.

INCLUDE Béliimii

Bu boliim igerisinde diger akis hatt1 yapilandirma dosyalar1 eklenebilir. Boylece
birden fazla akis hattinda kullanilan ya da tekrarli kisimlar modiillere cevrilerek
kullanilabilir. Bu kisimda tanimlanan degiskenler daha sonra [INCLUDE:degisken]

formatinda bolum olarak kullanilabilir.



PIPELINE Boliimii
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Bu boliim igerisinde tanimlanan her islemin ¢alistirma sirasi pipeline argiimani

icerisine yazilir. Bununla beraber islemlerin kabuk iizerinde ¢alistiracak yazilim isimleri

ve konteynerler da bu kisimda istege bagli olarak tanimlanabilir. Bu kisimda tanimlanan

yazilim isim degiskenleri islem kisminin tool argiimani olarak, konteyner degiskenleri

de islem kisimlarinda container argiimani olarak kullanilabilir.

Islem Boliimii

Islem boliimiinde calistirilacak her islemin girdisini, ¢iktisini, islem argiiman ve

parametrelerini isleme 6zel olarak verilir (Tablo 3-11). Bu bdliimlerin isimlendirmesi

kullanici tarafindan yapilir.

Tablo 3-11: isleme 6zgii argiimanlar béliimii.

Argiiman Gereklilik Islevi
tool Zorunlu Calisacak yazilimin kabugun tanidigi ismi
input_from Zorunlu Calisacak islemin girdisini nereden alacagi
args Zorunlu Islemin argiiman ve parametreleri
dump_dir Istege baglh Islem ciktisinin yazilacag klasér
ext Istege bagh Islem ¢ikt1 dosyalarinin uzantisi
suffix Istege bagh Islem ¢ikt1 dosya isimlerine ek
input_multi Istege bagh Islemin girdileri goklu almasi
container Istege bagh Islemin galisacag: konteyner
sub_tool Istege baglh Islemin alt komutu
input_dir Istege bagh Isleme bagil girdi klasorii
secondary_input Istege bagh Isleme ikinci gesit girdi belirteci
secondary_in_dir Istege bagh Isleme bagil ikincil girdinin klasérii
input_flag repeat Istege bagli  Islemin girdi argiimamni her girdi igin tekrarlama
output_dir Istege bagh Isleme bagil ¢ikt1 klasorii
remove Istege baglh Islemden sonra cikt1 dosyalarim kaldir
secondary_output Istege baglh Ikincil ¢ikt1 cesidi belirteci
secondary_dump_dir Istege baglh Ikincil ¢iktilarin yazilacagi klasor
secondary_ext Istege bagh Ikincil ¢ikt1 dosya uzantist

secondary_suffix

Istege bagh

Ikincil ¢ikt1 dosya isimlerine ek
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Islemlerin kullanacag girdi ve ¢ikti dosyalarmin isimlendirmesi otomatik olarak

gerceklestirilir ve islemlere tanitilmasi her islem boliimiindeki args isimli arglimanin

icinde yapilir (Tablo 3-12).

Tablo 3-12: Girdi ve ¢iktilarin yerini tuitan 6zel degiskenler.

Ozel Degisken Gereklilik Islevi
input_placeholder Zorunlu Islemin girdi dosyasinin yerini turar
output_placeholder Istege bagl Islemin ¢ikt1 dosyasinin yerini tutar.
secondary_in_placeholder Istege bagl Islemin ikincil girdi dosyasinin yerini tutar.
secondary_out_placeholder Istege baglh Islemin ikincil ¢ikt1 dosyasinin yerini tutar.
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4.2.2.3. Akis Hatt1 Yazilhhminin Cahstirilmasi

Yazilimin ¢alistirilmast i¢in ilk olarak yapilandirma dosyasinin hazirlanmasi
gereklidir. Ornek olarak Béliim 4.2.2.2°ye uygun olarak Fastq dosyalarmi fastqc
yazilimi ile kalite kontrolii ve bwa yazilimi ile genoma hizalama yapacak bir

yapilandirma dosyast Sekil 3-11°de verilmistir.

example.conf o

jenome }

output placeholder

Sekil 3-11: Kalite kontrol ve genoma hizalama akis hatti yapilandirma dosyasi.
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Yapilandirma dosyasi hazirlandiktan sonra komut satirinda ‘pigeon’ komutuyla
yazilim c¢alistirilabilir. Yazilima ‘-¢’ argiimami ile hazirlanan yapilandirma dosyasi
tanitilabilir ve analize baglamadan once ‘-d’ argiimani ile kabuga gonderilecek komutlar
prova edilebilir (Sekil 3-12). Herhangi bir problem yoksa ‘-d’ argiimani kaldirilarak

analize baslanabilir.

$ pigeon -c example.conf -d
fastqc /home/bar/example/input/A 1.fastq --outdir=/home/bar/example/output/fastqc --extract

fastqc /home/bar/example/input/A 2.fastq --outdir=/home/bar/example/output/fastqc --extract

fastqc /home/bar/example/input/B 1.fastq --outdir=/home/bar/example/output/fastqc --extract

fastqc /home/bar/example/input/B 2.fastq --outdir=/home/bar/example/output/fastqc --extract

bwa mem -t 8 /home/bar/references/hgl9.fa /home/bar/example/input/A 1.fastq /home/bar/example/in
put/A 2.fastq > /home/bar/example/output/A 1 bwa.sam

bwa mem -t 8 /home/bar/references/hgl9.fa /home/bar/example/input/B 1.fastq /home/bar/example/in
put/B 2.fastq > /home/bar/example/output/B 1 bwa.sam

Sekil 3-12: Akis hattimin prova calistirilmasi sonucu.

Akis hatti yazilimimin alabilecegi biitiin argiimanlar ‘pigeon -h’ komutu ile

komut satir1 iizerinde goriilebilir.

4.2.3. Vcf Sonrasi Analizler Yazilimimin Programlanmasi

Vecf sonrasi analizler yaziliminda varyant ¢agirma adimindan sonra elde edilen
varyantlarin, anotasyonu, esnek bir sekilde filtrelenebilmesi ve ailesel ¢aligmalarda aile

ici karsilagtirmalarin yapilabilmesi hedeflenmistir.

Varyant cagirma sonrasinda elde edilen dosya varyantin genomik pozisyonu,
degisimi ve allellerin okuma derinliklerini igerir. Sadece bu bilgilerden yola ¢ikilarak
bir varyantin anlamlandirilmas1 miimkiin degildir. Bu yiizden elde edilen varyantlarin,
farkli genetik isaretgilere bagil pozisyonu, popiilasyonlardaki goriilme sikligi, RNA ve

protein asamalarinda neden olabilecegi bozukluklar gibi bilgilerin anotasyon agamasi ile
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eklenmesi gerekmektedir. Boylece varyantin fenotip iizerinde yaratabilecegi etkiler,
genomik, transkriptomik ve proteomik baglamda popiilasyon bilgisi ile birlikte

irdelenebilir.

Varyantlarin anotasyonu sonrasinda elde edilen ¢ok sayidaki varyantin
olusturdugu biiylik verinin igerisinden ilgilenilen fenotip ile iliskili olabilecek
varyantlar1 ayristirmak gereklidir. Bu ayristirma varyantlarin belli kriterler {izerinden

elenmesi ile saglanir.

Bir diger varyant eleme yolu ise aile icerisindeki kalitimdan yola ¢ikarak
varyantlarin elenmesidir. Nadir varyantlarin iliskilendirilmesinde c¢aligmalar aile
odaklidir ve probant ile beraber ebeveynler ve/veya etkilenmis/normal kardesler
dizilenebilir. Bu durumda iliskili olabilecek varyantlarin elde edilmesi i¢cin Mendelyen
kalitm modeline uygun sekilde probant ve akrabalarimin varyasyon verisi

karsilastirilabilir.
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4.2.3.1. Vcf Sonrasi Analizler Yaziliminin Yapisi

Yazilim, dove.py, onlinevariantannotation.py, variantfilter.py,
infamilyanalysis.py, vcf.py, ve ensemblapi.py olmak {izere alt1 temel dosyaya
ayrilmistir (Sekil 3-13). Yazilimda VCF formati gibi veri tablolar ile etkilesimde

pandas® paketi kullanilmistir.

$ tree dove

=

Sekil 3-13: Vef sonrasi analizler yazihminin dosya sistemi iizerindeki yapisini1 gosteren

tree komutu ciktisi.

dove.py

Bu dosya, kullanicinin komut satir1 ile programa erisimini saglar. Kullanicinin

verdigi arglimanlar burada ayristirilarak uygun islemler cagrilir.
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onlinevariantannotation.py

Bu dosya, Vcf dosyasinin VEP, OMIM, ClinVar ve HPO bilgileri ile
anotasyonunu yapar. Ensembl sunucusuna gidecek varyantlar burada formatlanir ve

sunucudan gelen veri burada ayristirilir.

variantfilter.py

Bu dosya, verilen Vcf ya da anotasyon dosyasini alarak kullanicinin belirledigi

kriterlere uygun olarak varyantlar elenmesini gerceklestirir.

infamilyanalysis.py
Bu dosya, probant varyantlarinin, ebeveynlerinden kalittimini ve kardeslerdeki
ayrilimini1 goz oniine alarak kullanicinin sagladigi Mendelyen kalitim modeline uygun

elemesini gergeklestirir.

vef.py

Bu dosya, Vcf formatindaki dosyalarin, okunmasi, ayristirilmasi ve analizlerde

kullanilabilir hale getirilemesini saglar.

ensemblapi.py
Bu dosya, anotasyonu yapilacak varyantlart Ensembl sunucusuna gonderir ve
sunucunu gonderdigi yaniti alir. Ensembl’in API ile etkilesimde responses paketi

kullanilmustir.

4.2.3.2. Vcf Sonrasi Analizler Yaziliminin Cahstirilmasi

Yazilimin calistirilmasinda temel olarak ¢ farkli alt komut kullanilir.
Anotasyon ‘dove OVA’, varyant filtreleme ‘dove VF’, ve aile i¢i analizler ‘dove IFA’

ile gergeklestirebilir.
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Anotasyon

Anotasyon komutuyla beraber yazilimina verilebilecek arglimanlar Tablo 3-
13’te gosterilmistir. Anotasyona yeni kolon eklemesinde kullanilan ‘-¢’ argiimanmi ‘+’
sembolii ile kullanilirsa ‘“+’ semboliinden sonra yazilan her kolon varsayilan kolonlarin
ardina eklenir. Eger kolon isimleri ‘+’ sembolii kullanilmadan -¢’ arglimanina verilirse
biitiin kolonlar bastan tanimlanmis olur. Anotasyonu miimkiin olan biitiin kolon isimleri

‘-h” komutu ile goriilebilir.

Tablo 3-13: Anotasyon komutuyla beraber kullanilabilecek argiimanlar ve parametreleri.

Argiiman Gereklilik Parametre Islevi

-h Yardimi sayfasini yazar

-i Zorunlu Vcf girdi dosyast Vcf dosyasini yazilima tanitir

-0 Zorunlu Anotasyon ¢ikt1 dosyast Cikt1 dosyasinin isimlendirmesi

-j Istege bagli Vep komut satir1 yaziliminin json ¢ikti  Cevrimdisi anotasyon icin kullamilir
dosyast

-q Zorunlu Sayma sayist Ensembl sunucusuna her seferde

gonderilecek varyant sayist

-k Istege bagh Sayma sayis1 Her seferinde Vcf’ten okunacak
varyant say1sl

-c Istege bagli  Anotasyona eklenecek kolon isimleri Istenilen kolonlarm anotasyona

eklenmesini saglar

-m Istege bagh OMIM anotasyon kolonu ekler
-p Istege bagh HPO anotasyon kolonu ekler
-1 Istege bagh ClinVar anotasyon kolonu ekler
-r Istege baglh Anotasyon islemi yarida kalirsa

kaldig1 yerden devami saglar
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Filtreleme
Anotasyon komutuyla beraber yazilimima verilebilecek arglimanlar Tablo 3-14’te
gosterilmistir.

Tablo 3-14: Filtreleme komutuyla beraber kullanilabilecek argiimanlar ve parametreleri.

Argiiman  Gereklilik Parametre islevi
-h Yardimu sayfasini yazar
-i Zorunlu  Anotasyon ya da Vcf girdi dosyasi Anotasyon ya da Vcf dosyasim

yazilima tanitir

-0 Zorunlu Anotasyon ya da Vcf ¢ikt1 dosyasi Cikt1 dosyasinin isimlendirmesi
-b Istege bagh Bed girdi dosyast Bed dosyasini yazilma tanitir
-c Istege bagl Kolon ismi ve filtreleme  Filtrelenecek kolonlari ve o kolonlarin

parametreleri nasil filtrelenecegini belirtir
-d Istege bagh Kolon isimleri Tekrarli satirlarin atilmasinda hangi

kolonlara bakilacagi

Filtrelenecek kolonlar yazilima tanitilirken ‘-c kolon_ismi karsilastirma_bayragi
filtreleme parametresi’ formatinda verilir. Kolon ismi Vcf veya anotasyon dosyasi
icerisindeki filtrelenmek istenilen kolon ismidir. Karsilastirma bayrag: filtrelenecek
kolon igerisindeki degerler ile filtreleme parametresinin nasil karsilagtirilacagini
belirleyen onceden tanimlanmis degerlerden biri olmahdir (Tablo 3-15). Filtreleme
parametresi eger ‘le’, ‘It’, ‘ge’, veya ‘gt’ bayraklari ile veriliyorsa tek bir numerik deger
olmalidir. Diger bayraklar ile birlikte birden fazla filtreme parametresi bosluk ile

ayrilarak yazilabilir.
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Tablo 3-15: Karsilastirma bayraklarinmin islevleri.

Karsilastirma bayragi Anlam islevi
eq esittir Filtreleme parametresi ile eslesmeyen satirlari eler
ne esit degildir Filtreleme parametresi ile eslesen satirlari eler
le kiigiik ya da esittir Filtreleme parametresinden biiyiik olan satirlar1 eler
It kiigiiktiir ~ Filtreleme parametresinden biiyiik ya da esit olan satirlar

eler
ge biiyiik ya da esittir Filtreleme parametresinden kiigiik olan satirlari eler
gt bliyliktiir ~ Filtreleme parametresinden kiigiik ya da esit olan satirlari

eler
in Icinde bulunur  Filtreleme parametresini i¢inde bulundurmayan satirlart

eler
ex Icinde bulunmaz Filtreleme parametresini iginde bulunduran satirlar eler
Aile I¢i Analiz

Anotasyon komutuyla beraber yazilimina verilebilecek argiimanlar Tablo 3-

16°da gosterilmistir.

Aile ici analizler akrabalarin anotasyon dosyalar1 verilirken akrabalarin
probanda yakinliginin belirlenebilmesi i¢in ‘-r kusak derece cinsiyet fenotip
anotasyon_dosyas1’ formatinda verilir. Kusak bilgisi probant 0. kusak kabul edilerek,
probanda bagil olarak yazilir. Probanttan onceki kusaklar ‘- ile ifade edilir ve her
onceki kusak icin bir ¢ikartilir. Probanttan sonraki kusaklar ise “+’ ile ifade edilir ve her
sonraki kusak i¢in bir eklenir. Derece verilen akrabanin probanda yakinlik derecesini

ifade eder. Cinsiyet, onceden tanimli ‘male’, ‘female’ ya da ‘undefined’ degerleri

olabilir. Fenotip, dnceden tanimli ‘normal’, ‘affected’ degerleri olabilir.
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Tablo 3-16: Aile ici analiz komutuyla beraber kullanilabilecek argiimanlar ve
parametreleri.

Argiiman Gereklilik Parametre islevi
-h Yardimi sayfasini yazar
-i Zorunlu Anotasyon girdi dosyas1 ~ Probandin anotasyon dosyasini yazilima tanitir
-0 Zorunlu Anotasyon ¢ikt1 dosyasi Cikt1 dosyasinin isimlendirmesi
-r Zorunlu  Akraba anotasyon dosyas1 Akrabalarin anotasyon dosyasini yazilima tanitir
-a Zorunlu Analiz tipi Anne baba cocuk ya da kardesler aras1 analiz

oldugunu belirtir
-p Istege baglh Kalitim Sekli  Segilen Mendelyen kalitim sekline gore analizi

gergeklestirir

4.2.4. Gelistirilen Yazilhhmlarin Test Edilmesi

Akis hattt ve Vcf sonrasi analizler yazilimlarinin test edilmesi icin, daha
onceden grup igerisinde c¢alisilmis ve yaymlanmis iki ED wverisi secildi. Bu test
caligmalarinin ilkinde intellektiiel yeti kayb1 ve epilepsi fenotipi goziiken bir bireye ait
ekzom dizileme verisi® ve ikincisinde ise ¢ene distonisi fenotipi goziiken bir ailede

anne, baba ve probanda ait ekzom dizileme verileri® kullanilmustir.

4.2.5. Genom Boyu Genotipleme Analizi

Yeterli konsantrasyona sahip, kalite kontrol asamalarin gegen &rneklerin,
700.000’den fazla SNP belirteci igceren Illumina InfintumOmniExpress-24 v1-2 ve v1-3
ile genotipleme hizmeti alinmistir. SNP ¢ipi okunduktan sonra elde edilen .idat dosya
formatinin okunmas ve ileri ki homozigot haritalama ve baglanti analizleri agamasinda
kullanilabilecek  formatta verisin elde edilmesi GenomeStudio yaziliminda
gerceklestirilmistir. Ayni zamanda SNP dizilimi verisinde, GenomeStudio yazilimi

kullanilarak, CNV ve LOH boélgeleri hem kantitatif hem de gorsel olarak incelenmistir.
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4.2.5.1. SNP Dizilimi Verisinin Analizi

SNP dizilimi ¢aligmalar1 farkli zamanlarda {i¢ ayr1 grup olarak yapilmistir.
GenomeStudio yazilimi ile analizlerin gerceklestirilebilmesi icin “idat” formatinda olan
ham veriler, 6rnek isimleri, ¢ip adi ve orneklerin ¢ipteki pozisyonlarin1 bulunduran bir
ornek dosyasi ile yazilima tanitild: (Sekil 3-14). Ayn1 zamanda ¢ipte kullanilan SNP
isaretcilerinin pozisyon, referans dizi niteliklerini igeren anotasyon dosyasi (manifest)

ve SNP isaretcilerini kiimeleyen (cluster) dosya tanitildu.

A G EELE B G EELEE
I GA NAME , BeadStudio User INVESTIGATOR NAME

Li Tolun 062817 PROJECT E LiT
Asli Tolun 062817 (
17 8:53
[Mani s]
A, InfiniumOmniExpress-24v1-2 Al

ID,Sentrix S tion A m ID,SentrixB
201686270015, RO4( 201682390063
201686270015 ,R 01682390063

01686270015 ,R 01682390063
01686270015 ,R 201682390063
201682390063
201682390063
201682390063
NAME 201682390063
| 190415
T NAME,SUI 190415
P4/2019 8:53:00 AM
A, InfiniumOmniExpress-24v1-3 Al
[ al
g ID,Sentrix
203440940039

203440940039
203440940039

Sekil 3-14: GenomeStudio yazihmina SNP calismalarinin tamtilmasi.

A) Ilk SNP dizilimi grubu 6mek dosyasi. B) Ikinci SNP dizilimi grubu érnek dosyast. C) Uciincii SNP dizilimi

grubu 6rnek dosyasi.

Analizin sonraki agsamalar1 i¢in kullanilan BAF ve LRR degerleri GenomeStudio
yazilimi tarafindan idat dosyalarinda bulunan her SNP’in sinyal yogunluk degeri

kullanilarak hesaplanir.
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Ilk seferde MA134 ve MA135 ailesinden iicer birey havuzlanarak ve MA154
ailesinden iki hasta kardes calisildi (Tablo 3-17).

Tablo 3-17: 062817 kodlu ilk SNP dizilimi grubunda ¢alisilan bireyler.

Calisilan Bireyler Aile Ornek Numarasi Cip Uzerindeki Pozisyonu
716,718, 721 (Havuzlanarak) MA134 T445 R04C02
A2, A7, A9 (Havuzlanarak) MAI135 T446 R05C02
Y3 MA154 T447 R06C02
Y5 MA154 T448 RO7C02

Ikinci seferde MA 135 ailesinde hasta dért birey, MA154 ailesinden anne, baba,
saglikli bir kardes, ve MA 136 ailesinden hasta bir birey ¢alisildi (Tablo 3-18).

Tablo 3-18: 100417 kodlu ikinci SNP dizilimi grubunda cahsilan bireyler.

Calisilan Bireyler Aile Ornek Numarasi Cip Uzerindeki Pozisyonu
A2 MAI135 T455 R02C01
A3 MA135 T456 R0O3CO01
A7 MAI135 T457 R04C01
A9 MA135 T458 RO5CO01
Y1 MA154 T459 R0O6CO01
Y2 MA154 T460 R0O7C01
Y4 MA154 T461 R0O8CO1
X4 MA136 T462 R09CO01

Uciincii seferde, MA135 ailesinden iki saglikli, bir hasta birey, ve MA136
ailesinden bir hasta birey daha ¢alisildi (Tablo 3-19).

Tablo 3-19: 190415 kodlu ii¢iincii SNP dizilimi grubunda calisilan bireyler.

Calisilan Bireyler Aile Ornek Numarasi Cip Uzerindeki Pozisyonu
Al MAI135 Al R04C02
A4 MA135 A4 R05C02
AS MAI135 A5 R0O7C02

X3 MA136 X3 R0O6C02
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4.2.5.2. CNV Bolgelerinin Tespiti

Bireyler GenomeStudio’ya tanitildiktan sonra LRR ve BAF degerleri ile
analizler gerceklestirildi. CNV’lerin tespiti i¢in LRR degerleri kullanildi. LRR degeri
iki kopyada 0 iken CNV bolgelerinde 0’dan sapar. Bir bolgede, LRR degerinin 0’dan
biiylik olmas1 o bolgede bir kazang (Sekil 3-15), 0’dan kiiciik olmas1 ise bir kayip

oldugunu gosterir.
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Sekil 3-15: GenomeStudio yazihminda LRR ve BAF degerlerinin gorseli.

Pembe ok ile gosterilen ve kirmizi kare ile belirtilen bolgede LRR degeri 0’dan biiyiiktiir ve bu bolgede bir kazang

oldugu gézlenmektedir.
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CNV bolgelerinin gorsel analizinin yani sira genom boyu kantitatif bir analiz,
GenomeStudio yaziliminin  eklentisi olan cnvPartition v3.2.0 yazilm ile

gerceklestirildi. Analiz yapilirken yazilimin varsayilan segenekleri kullanilmistir(Sekil
3-16).

= Options
Confidence Threshold 35
Detect BExtended Homozygosity True
Exclude Intensity Only False
GC Wave Adjust Falze
Include Sex Chromosomes True
Minimum Homozygous Region Size 1000000
Minimum Probe Count 3

Sekil 3-16: CNVpartition yazihminin varsayilan secenekleri.

CNVpartition analizinin sonuglar1 yine bagka bir GenomeStudio eklentisi olan

CNV Region Report v2.1.2 yazilimi ile gorsellestirildi (Sekil 3-17).
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Sekil 3-17: CNV analizlerinin CNV Region Report yazilimi ile grafiklestirilmesi.
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4.2.5.3. Homozigot Haritalama

Homozigot bdlgelerin incelenmesi i¢in ilk olarak GenomeStudio yazilimin
eklentisi olan PLINK Input Report ile veri GenomeStudio’dan metin formatinda
disartya almmustir. Daha sonrasinda Plink®” yazilimmin ‘--homozyg group’ komutu
kullanilarak ortak homozigot bélgeler ¢ekilmistir. Daha sonra yine GenomeStudio

gorseli tizerinde bu bolgeler pembe ile gorsellestirilmistir (Sekil 3-18).
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Sekil 3-18: Homozigot bolgelerin GenomeStudio yazilim iizerinden gosterimi.

A) Tek bir bireyin SNP verisindeki homozigot bélgelerin gosterimi. B) Havuzlanarak calisilmis 6rneklerin SNP

verisindeki homozigot bolgenin gésterimi.
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4.2.6. Baglant1 Analizi

Baglant1 analizi i¢in homozigot bolgelerin plink ile incelenmesi i¢in kullanilan

PLINK Input Report eklentisinin metin formatindaki ciktis1 kullanilmistir. MA135

ailesi icin yapilan baglanti analizlerinde ilk olarak kullanilan ¢iplerin farkindan dolay1

ortaya ¢ikan uyumsuz olabilecek veriler bir araya getirilmistir (Sekil 3-19).

IkinciSNP
UcuncuSNP

IkinciSNP
UcuncuSNP

import pandas as pd

pd.read csv('MA-135 all f linkage.snp', sep='\t')
pd.read csv('MA135 Al A4 A5.snp', sep='\t')

IKkinciSNP[['SNP_ID', 'A2', 'A3', 'A7', 'A9']]
UcuncuSNP[['SNP ID', 'Al‘, 'A4', 'A5']]

MA135 7birey = pd.merge(IkinciSNP, UcuncuSNP, on='SNP ID')
MA135 7birey.to csv('MA135 7inds.snp', sep='\t', index=False)

Sekil 3-19: Farkh SNP dizilimi calismalariin c¢iktilarinin birlestirilmesi i¢cin kullanilan

betik.

Sonugta MA135 ailesinde SNP dizilimi yapilan biitiin bireylerin genotiplerini

iceren bir dosya elde edilmistir (Sekil 3-20).
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SNP_ID
rs10000911
rs10000988
rs10002181
rs10005140
rs10005242
rs10010434
rs10011256
rs1001131
rs1001291
rs10013558
rs10013782
rs10013797
rs10017777
rs10018142
rs10020809
rs10026870
rs10027926
rs10036552
rs10039022
rs10039039

Sekil 3-20: MA135 ailesinde her bireyin verilen SNP belirtecindeki

genotiplerini iceren dosya.

Bu genotipler ile beraber aile {liyesi olan bireylerin birbiri arasindaki iliskilerinin

bulundugu “ped” uzantili aile agac1 dosyasi olusturulmustur (Sekil 3-21).

FNNNRFRRRERNENNRERN
NFEFHENNREFNNRPRENRERFRP

Sekil 3-21: Aile bireylerini ve bireylerin birbirleri arasi

iliskilerini gosteren aile agaci dosyasi.
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Baglant1 analizinde kullanilacak SNP isaret¢ilerinin yerlerini belirten “map”
uzantili harita dosyast GenomeStudio yazilimina verilen manifest dosyasindan

olusturuldu (Sekil 3-22).

# Map name: Illumina 700k hgl9Mb

# Projects: SNP

# Results folder abbreviation: IL1700KHg19
# dbSNP ID CHR Sex-Averaged cM

rs4477212
rs3094315
rs3131972
rsl2562034
rsl12124819
rs11240777
rs6681049
rs4970383
rs4475691
rs7537756
rs13302982
rsl110052
rs2272756
rsl7160698
rs3748597

.082154
. 752566
. 752721
. 768448
. 776546
. 798959
.800007
.838555
. 846808
.854250
.861808
. 873558
.882033
.887162
. 888659

O O I ™ [ S oy Sty By e
ool o cNoNoNoRoNoNoNoNoNoRoNo)

Sekil 3-22: SNP belirteclerinin c¢M cinsinden genomik

pozisyonlarimin bulundugu harita dosyasi.

Dosyalarmin hazirlanmasindan sonra analizler EasyLinkage grafik arayiizii
araciligtyla Allegro yazilmi kullamilarak  gerceklestirildi. Baglanti analizine
baslanmadan 6nce Mendelyen uyumsuzluk gosteren SNP belirtegleri PedCheck®

yazilimi ile elendi.
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Baglant1 analizi; otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagli dominant ve
X’e bagli resesif Mendelyen kalitim modelleri i¢in, 0,1cM belirteg araligi ile enformatif
olmayan belirtecler ¢ikartilarak gerceklestirildi. Analizler sonucu LOD skoru grafikleri
easyLinkage arayiizii ile olusturuldu (Sekil 3-23).

pLOD (MPT)

1.

2. 00

Allegro v1.2¢ (MultiPointPar) — Computation in sets of 100 markers, spacing 0.1000 cM

- LOD-skor-

20

Marker coverage and chromosomes

Sekil 3-23: Baglanti analizi sonucu elde edilen LOD skor grafigi.

4.2.7. Ekzom Dizileme

SHFM calismas1 dahilinde ¢aligilan iki birey ve akis hatt1 yazilimlarin sinanmasi
icin dort birey ekzom dizileme ile ¢alisilmistir. SHFM calismasindaki iki birey i¢in
YCGA’dan (Yale Center for Genome Analysis), akis analizinin denemesindeki bir birey
icin Macrogen firmasindan diger ii¢ birey i¢cin OGT (Oxford Genome Techonologies)

firmasindan hizmet alinmustir.

FASTQ formatindaki ham verilerden analiz edilecek formata getirmesine kadar
ki biitiin islemlerin otomatizasyonu tez kapsaminda gelistirilen akis hatti yazilimi
pigeon ile yapilmistir. Varyantlarin anotasyonu, filtrelenmesi ve aile i¢i analizleri yine

tez kapsaminda gelistirilen VCF sonrasi analizler yazilimi1 dove ile gergeklestirilmistir.
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Akis hattinda okumalarm kalite kontrolii i¢in fastqc®, hizalanmasi i¢in bwa”,
SAM/BAM formatlarimin manipiilasyonu igin picard”, phred skorlarinin rekalibrasyonu
ve varyant ¢agirma i¢in GATK® yazilimlar1 kullanilmistir. Biitiin analizlerde ortak

olarak kullanilan akis hatt1 yapilandirmasi agsagidaki gibidir.

[GENERAL]
reference_genome = ucsc.hg19.fasta
knownSNP = hg19BroadInstitute/dbsnp_138.hg19.vcf
knownINDEL = Mills_and_1000G_gold_standard.indels.hg19.vcf
refSeq = geneTrack.refSeq
[PIPELINE]
pipeline = fastqc
mem
SortSam
RemoveSam
MarkDuplicates
RemoveSortedBam

BuildBamIndex
BaseRecalibrator
PrintReads
HaplotypeCaller
OVAHaplotypeCaller
geneCov
fastqc = /media/bar/2tb/NGSpipeline/tools/FastQC/fastqc
bwa =/media/bar/2tb/NGSpipeline/tools/bwa/bwa
picard = /media/bar/2tb/NGSpipeline/tools/picard/picard.jar
GATK = /media/bar/2tb/NGSpipeline/tools/GATK/GenomeAnalysisTK jar -T
dove =dove
rm =rm
java =java

[fastqc]

tool = ${PIPELINE:fastqc}

input_from = input_files

args = input_placeholder
--outdir=${PROJECT:output_dir}/${PROJECT:project_name}/fastqc
--extract

dump_dir = fastqc

[mem]

tool = ${PIPELINE:bwa}

sub_tool =mem

input_from = input_files

args =-t16
-R "@RG\tID:foo\tSM:foo\tPL:illumina\tLB:lib1\tPU:foo"
${GENERAL. reference_genome}
input_placeholder > output_placeholder

suffix = _bwa

ext = sam

input_multi = paired

[SortSam]

tool = ${PIPELINE:picard}

sub_tool = SortSam

input_from = mem

args = |=input_placeholder
O=output_placeholder
SORT_ORDER=coordinate

suffix = _picardSort

ext = bam



container = ${PIPELINE:java}

[RemoveSam]

tool = ${PIPELINE:rm}
input_from = mem

args = input_placeholder

[MarkDuplicates]

tool = ${PIPELINE:picard}

sub_tool = MarkDuplicates

input_from = SortSam

args = ASSUME_SORTED=True
REMOVE_DUPLICATES=True
I=input_placeholder
O=output_placeholder
M=markdup_metrics.txt

suffix = _picardMarkDup
ext =bam

container = ${PIPELINE:java}
[RemoveSortedBam]

tool = ${PIPELINE:rm}
input_from = SortSam

args = input_placeholder

[BuildBamIndex]

tool = ${PIPELINE:picard}

sub_tool = BuildBamIndex

input_from = MarkDuplicates

args = |=input_placeholder
O=output_placeholder

ext = bai

container = ${PIPELINE:java}

[BaseRecalibrator]

tool = ${PIPELINE:GATK}

sub_tool = BaseRecalibrator

input_from = MarkDuplicates

args = -R ${GENERAL:reference_genome}

-l input_placeholder
-L ${PROJECT:bed_file}
-knownSites ${GENERAL:knownSNP}
-knownSites ${GENERAL :knownINDEL}
-0 output_placeholder

paired_output = True

dump_dir = GATKvarcall

suffix _recal_data

ext table

container = ${PIPELINE:java}

[PrintReads]
tool = ${PIPELINE:GATK}
sub_tool = PrintReads

input_from = BaseRecalibrator
input_multi = paired
args = -R ${GENERAL:reference_genome}
-l input_placeholder
-L ${PROJECT:bed_file}
-BQSR secondary_in_placeholder
-0 output_placeholder
dump_dir = GATKvarcall/bam
suffix = _recal _reads
ext = bam
container = ${PIPELINE:java}
secondary_in_placeholder = True

[HaplotypeCaller]
tool = ${PIPELINE:GATK}
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sub_tool = HaplotypeCaller

input_from = PrintReads

args = -R ${GENERAL:reference_genome}
-l input_placeholder
-L ${PROJECT:bed_file}
--genotyping_mode DISCOVERY
-stand_emit_conf 1
-stand_call_conf 20
-0 output_placeholder

dump_dir = GATKvarcall/vcf

suffix = _haplotypecaller

ext = vcf

container = ${PIPELINE:java}

secondary_out_placeholder = True

secondary_ext = bam
secondary_suffix = _bamout
secondary_dump_dir = bamout

[OVAHaplotypeCaller]

tool = ${PIPELINE:dove}
sub_tool =OVA

input_from = HaplotypeCaller

args = -i input_placeholder
-0 output_placeholder
-q 199
--omim --hpo
dump_dir = GATKvarcall/annotations
suffix = _ensembl_vep
ext =csv
[geneCov]
tool = ${PIPELINE:GATK}

sub_tool = DepthOfCoverage
input_from = PrintReads
args = -R ${GENERAL:reference_genome}
-l input_placeholder
-L ${PROJECT:bed_file}
-0 output_placeholder
--calculateCoverageOverGenes ${GENERAL:refSeq}

-ct 1
dump_dir = GATKvarcall/DepthOfCoverage
suffix = _gene_summary

ext = table
container = ${PIPELINE:java}

Farkli c¢aligmalarda kullanilan cihazlar ve yakalama kitleri Tablo 3-20°de

verilmistir.

Tablo 3-20: Dizilemede calismalarinda kullanilan cihaz ve kitler

Calisma/Ornek Kurum/Firma Cihaz Yakalama Kkiti
A4 YCGA I1lumina HiSeq 2500 Rapid IDT xGen exome kit
X3 YCGA [lumina HiSeq 2500 Rapid IDT xGen exome kit
Test 1 Macrogen [lumina HiSeq 2000  SureSelect Human All Exon V6

Test 2 OGT [lumina HiSeq 2000  SureSelect Human All Exon V5
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Veri analizi sonucu elde edilen varyantlar adim adim sekildeki pigeon
yapilandirma dosyas1 kullanilarak filtrelenmistir (Sekil 3-24). Filtreme Oncesi varyantlar
picus® yazilm ile ACMG yonergelerine gore belli kanitlar  kullanilarak
siiflandinlmigtir. Elde edilen varyantlan, BAM formatindan okumalar IGV** ile

tekrardan gorsel kontrolii i¢in gorsellestirilmistir.



[PIPELINE]
pipeline = protein coding

[protein coding]
tool = dove
sub tool = VF
input from = input files
args = i input placeholder

-0 output placeholder

-c biotype eqg protein coding

suffix = protein coding

[maTf]

tool = dove

sub tool = VF

input from = protein coding

args = i input placeholder
-0 output placeholder
-c gnomad 1t 0.05

suffix = ma f

[impact]

tool = dove

sub tool = VF

input from = maf

args = i input placeholder
-0 output placeholder
-c impact eq HIGH

suffix = impact

[vus]
tool = dove
sub tool = VF
input from = impact
args = i input placeholder
-0 output placeholder
-c significance in "'uncertain significance': 1"

suffix = wvus

[hom]

tool = dove

sub tool = VF

input from = wvus

args = i input placeholder
-0 output placeholder
-c¢ GT eq 1/1

suffix = hom

[het]

tool = dove

sub tool = VF

input from = wvus

args = i input placeholder
-0 output placeholder
-c¢ GT eq 6/1

suffix = het

Sekil 3-24: Ham veri analizi sonrasi elde edilen varyantlarin adim adim filtrelenmesi.
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4.2.8. Aday Genlerin Sanger Dizileme ile Taranmasi

Varyasyonlar1 tastyan genomik bolgeleri ¢cogaltacak primerler NCBI’in Primer-
BLAST® yazilimi kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerlerin in-siliko ortamda test
edilmesi UCSC’nin in-silico PCR? arac1 ile gergeklestirilmistir. Sanger dizileme sonrasi

kromatogramlarin gorsellestirilmesi CLC yazilimi ile gergeklestirilmistir.

Homozigot haritalama sonucu MA134 ailesinde homozigot bolgede bulunan

WNTI0B geni Tablo 3-21°de verilen primerler ile taranmustir.

Tablo 3-21: MA134 ailesinde Sanger dizileme ile dizilenen bolgeler.

HGNC gen RefSeq esi Incelenen Primer F/R Uzunluk Tm

sembolii varyasyon/bolge (bg) (°O)

WNTI0B NM 003394.4 Ekzon2 GTGTCTGATTGGGCAAGGTT/ 491 57.5
CTCATTGCTTAGAGCCCTGG

WNTI0B NM 003394.4 Ekzon3 GGAGAGTTGGAGGGGTCTG/ 405 55.8
GAAACCATCCCTTCCCGC

WNTI0B NM 003394.4 Ekzon4  TGCCTGTCAACCTTACCTCC/ 470 535
TAACCAGGCCTCAAAAGCTG

WNTI0B NM 003394.4 Ekzon5 TGTGCCTCTGTGTTCTGTCC/ 598 56

GAAATCAGAGCAAAGGGCTG
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Homozigot haritalama sonucu MA136 ailesinde homozigot bolgede bulunan

WNTI10B geni Tablo 3-22°de verilen primerler ile taranmistir.

Tablo 3-22: MA136 ailesinde Sanger dizileme ile dizilenen bolgeler.

HGNC gen RefSeq esi Incelenen Primer F/R Uzunluk Tm

sembolii varyasyon/bolge (b¢) (°O)

WNTI10B NM_003394.4 Ekzonl CCTGTCTCTTCCTCGTGTGC/ 566 62,5
CTTCTTCAGTGGGGCCAAGC

WNTI10B NM_003394.4 Ekzon2  GTGTCTGATTGGGCAAGGTT/ 491 57,5
CTCATTGCTTAGAGCCCTGG

WNTI10B NM_003394.4 Ekzon3 GGAGAGTTGGAGGGGTCTG/ 405 55,8
GAAACCATCCCTTCCCGC

WNTI10B NM _003394.4 Ekzon4 TGCCTGTCAACCTTACCTCC/ 470 53,5
TAACCAGGCCTCAAAAGCTG

WNTI10B NM _003394.4 Ekzon5 TGTGCCTCTGTGTTCTGTCC/ 598 56

GAAATCAGAGCAAAGGGCTG

Zincir tepkimesinde kullanilan ¢ozelti miktarlari tiretici firmanin yonermelerine
uygun kullanilmis ve biitiin primerler en uygun kosullar1 icin DMSO ve betain ile

optimize edilmistir. PZR sirasinda kullanilan protokol Tablo 3-23’de verilmistir.

Tablo 3-23: Sanger dizileme oncesi yapilan PZR i¢in inis(touchdown) protokolii.

Inis sicakliklar1 her primerin erime sicakligina uygun olarak degistirtilmistir.

Adim Sicakhk Siire Tekrar

Erime 95C 5dk 1X
94C 45 sn

Inis (Touchdown) 61-->53 (0,5C) 45 sn 16X
72C 1 dk
94C 45 sn

PZR 52C 45 sn 20X
72C 1 dk

Son Uzama 72C 15 dk 1X
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4.2.9. Varyantlarin isimlendirilmesi

Sanger dizileme ya da ED sonucu bulunan biitiin varyantlar GRCh37 referans
genomuna gore HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) nomenklatiiriine
uygun olarak isimlendirilmistir. Tiim isimlendirmelerin uygunlugu Mutalyzer”’

tarafindan kontrol edilmistir.

4.2.10. HRMA ve Sanger Dizileme ile Ailesel Ayrisim

Varyasyonlar1 tagiyan genomik bolgeleri ¢ogaltacak primerler NCBI’in Primer-
BLAST yazilimi kullanilarak tasarlandi (Tablo 3-24). Tasarlanan primerlerin in-siliko
ortamda test edilmesi UCSC’nin in-silico PCR araci ile gerceklestirilmistir. Sanger
dizileme  sonrasi  kromatogramlarim  gorsellestirilmesi CLC  yazilmi  ile

gerceklestirilmistir.

Tablo 3-24: HRMA ile taranan boélge primerleri

HGNC gen RefSeq esi Incelenen Primer F/R Uzunluk Tm
sembolii varyasyon/bolge (b¢) (°O)
WNTI0B NM 003394.4 Ekzon5  GCCTCTCAGGAGAGCTGGT/ 140 57

ACAGCACAGGCTGCCACA
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4.2.11. Ger¢ek Zamanh PZR ile CNV’lerin dogrulanmasi

Varyasyonlar1 tagiyan genomik bolgeleri ¢ogaltacak primerler NCBI’in Primer-
BLAST yazilimi kullanilarak tasarlandi (Tablo 3-25). Tasarlanan primerlerin in-siliko
ortamda test edilmesi UCSC’nin in-silico PCR araci ile gerceklestirilmistir.
Reaksiyonun gercek zamanli takibi ve grafiklerin olusturulmas: LightCycler 480

yazilimi tarafindan gergeklestirilmistir.

Tablo 3-25: Ger¢ek zamanh CNV dogrulamasi icin kullanilan primerler.

HGNC gen Incelenen bolge Primer F/R Uzunluk Tm
sembolii (bg¢) (°O)
KIF1C Ekzon1 CACTGTAGGCGAGGAGGAAG/ 131 60
NM 006612.6 GCTTCACCTCCTGCAGAATC

- Chr10:102,9-103,3Mb GTGGCCAGAGTGGAAGAATTAC/ 201 60.5

ATCCACTACCCAGCAAACCC
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5. BULGULAR

Calisgma kapsaminda SHFM hastaligindan etkilenmis dort aile calisilmistir.
Calisgmada yer alan ailelerdeki fenotipler ayni olmasma ragmen yontemdeki

farklilasmalardan dolay1 her ailenin bulgular1 kendi bagliklar1 i¢erisinde sunulmustur.

5.1. Aile MA134

5.1.1. Genom Boyu SNP Dizilimi Verisinin Analizi

Ailenin ayr1 kollarindan ii¢ ayr1 bireyin DNA’lar1 karnstirilarak, Illumina
platformunda, 700k SNP dizilimi ile genotipleme gergeklestirildi. Ayri1 kollardan
etkilenmis bireylerin DNA’s1 karistirilmasi, fenotip ile iliskili homozigot bolgelere
odaklanmay1 saglamigtir. Ayni aile icerisinde 6zellikle homozigot IBD bdlgelerini

azaltmay1 saglayacagi i¢in bu aileler i¢in uygun bir stratejidir.

GenomeStudio yazilimi ile ham veriler islenerek, BAF ve LRR degerleri
kullanilarak tiim kromozomlar homozigotluk acisindan gorsel ve kantitatif olarak
incelendi. Ug bireyin DNA’s1 havuzlanarak calisildign icin CNV analizi miimkiin
degildir. GenomeStudio yaziliminin, Plink Input Report eklentisi ile genotiplerin diiz

metin ¢iktis1 kullanilarak plink yazilimi ile homozigot bolgeler gosterildi (Tablo 5-1).
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Tablo 5-1: MA134 ailesinde havuzlanarak SNP dizilimi yapilan érneklerin Plink analizi
sonucu tespit edilen homozigot bolgeler.

CHR SNP1 SNP2 POS1 POS2 KB NSNP DENSITY
3 rs11719995 1s9324 51.593.827  52.825.585 1.231.759 208 5922
7 rs846433  rs2158324 119.502.677 120.519.615 1.016.939 104 9778
10 rs10883551 1510786792 102.633.059 106.166.570 3.533.512 790 4473
12 rs1500072  rs9705474 33.285.193  34.826.574 1.541.382 196 7864
12 rs4002730  rs3759139 37.876.400  39.087.609 1.211.210 100 12112
12 rs10785280 rs10735832 42.105.409  51.596.763 9.491.355 2062 4603
14 rs9630389  rs1315731 66.862.929  67..938.472 1.075.544 106 10147
14 rs2896063  rs2540879 88.360.957  91.708.195 3.347.239 892 3753
23 rs34565429 155915179 48.931.481  50.056.814 1.125.334 100 11253
23 rs5978179  rs4826274 53.676.588  55.248.090 1.571.503 136 11555
23 rs9723973  1s5965201 61.719.290  65.657.652 3.938.363 128 30768
23 1s6616255  rs5987498 100.807.909 102.191.083 1.383.175 123 11245
23 rs12390885 rs669237 153.356.015 154.916.845 1.560.831 208 7504

Tespit edilen bu on iic bolgeden kromozom 12 iizerinde 42.105.409
(rs10785280) — 51.596.763(rs10735832) bolgeleri arasinda bulunan, daha 6nce
literatirde bircok SHFM vakasi1 ile iliskilendirilmis WNTI0B**'* geninde
bulunabilecek varyasyonlarin arastirilmas: i¢in genin Sanger dizileme ile taranmasi

uygun goriildii.

5.1.2. Aday Genlerin Sanger Dizileme ile Taranmasi

Sanger dizileme sonucunda daha 6nce yiiksek lisans tez danismanim Ugur Iseri
S. Tolun A. tarafindan tespit edilen'”® NM_003394.4:¢.994C>T:p.Arg332Trp ile ayni
noktada NM_003394.4::c.994C>G:p.Arg332Gly varyasyonu tespit edilmistir (Sekil 5-

).
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A AGGGGC@GGGCCTGC
320

B

R G RW A C R G W A C R G R A C
R~ < S <,
AGGGGCCITGGGCC TGC AGGGGCT GGGCC GC AGGGGCCGGGCC GC

Heterozigot Etkilenmis Kontrol

Sekil 5-1: WNTI0B geninde Sanger dizileme ile tespit edilen patojenik varyasyonun

kromatogram gorseli

A) MA134 ailesinde tespit edilen NM_003394.4::c.994C>G varyasyonu. B) Ugur Iseri S., Tolun A. tarafindan
tespit edilen NM_003394.4:¢.994C>T varyasyonu.

5.1.3. HRMA ve Sanger Dizileme ile Ailesel Ayrisim

Sanger dizileme ile tarama sonucu bulunan mutasyonun aile igerindeki ayrigimu,
iki HRMA ve bir Sanger dizileme ¢alismalari ile tespit edildi. Ik HRMA ¢alismasinda

ornekler, normalize ve sicaklik-kaydirilmis sinyallerine gore gruplandilar (Sekil 5-2).
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Sekil 5-2: Ilk HRMA asamasinda sinyallerin erime noktalarina gére ayrimu.

A) Normalize ve sicaklik-kaydirilmig sinyallerin erime egrilerinin gosterimi. B) Normalize ve sicaklik-kaydirilmig

sinyal degerlerinin segilen bireye farklarinin bagil gdsterimi.

Bu gruplama sonucu mutasyon lokusunda homozigot (wt/wt ya da mt/mt) ve
heterozigot (Tasiyic1) olmalar1 agisindan iki smifa ayrildilar (Tablo 5-2). Bu
gruplandirma sonucu bireylerin fenotipleri ve gruplart acisindan ii¢ durum
gozlenmektedir. Hasta bireyler sadece birinci grupta gozlenirken, saglikli bireyler hem
bir hem de ikinci grup igerisinde gozlenmektedir. HRMA, homozigot ve heterozigot
genotip ayrimini daha iyi yaptig1 g6z Oniine alindiginda, birinci gruba diisen saglikli
bireylerin genotipinin wt/wt, ikinci grubu olusturan saglikli bireylerin genotipinin
wt/mt, ve birinci gruba diisen hasta bireylerin genotipinin mt/mt olabilecegi

sOylenebilir.
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Tablo 5-2: HRMA erime eg@rilerine gore bireylerin gruplar ve fenotipleri.

Birey Grup Fenotip Birey Grup Fenotip
71 1 Saglikli 712 1 Hasta
72 2 Saglikli 713 2 Saglikli
73 2 Saglikl 714 1 Hasta
74 1 Saglikli 715 1 Hasta
75 2 Saglikli 716 1 Hasta
76 2 Saglikli 717 2 Saglikli
77 2 Saglikli 718 1 Hasta
78 2 Saglikh 719 2 Saglikl
79 2 Saglikli 720 1 Hasta
710 2 Saglikli 721 1 Hasta
711 1 Hasta

Smiflandirma sonucu ayrilan gruplardan segilen bireylerin genotipleri Sanger
dizilime ile kontrol edildi (Sekil 5-3). Her ii¢ durumunda 6rneklenmesi amaciyla Sanger
dizilemeye, birinci gruba diisen saglikli birey Z1, ikinci gruba diisen saglikli birey Z8
ve birinci gruba diisen hasta birey Z15 segildi.

Klinisyen tarafindan gonderilen aile agacinda Z9 bireyinin saglikli gdziikmesi
ancak HRMA sonucunda birinci grupta olup ¢ocuklarinin da hasta olmasi resesif kalitim
modeli ile uyusmadigindan, Z9 ve Z15’in hasta kardesi olan Z14’te Sanger dizileme ile
dizilendi. Klinisyenden Z9’un hasta oldugu dogrulanmas1 sonrast Z9’un genotipinin de

mt/mt oldugu Sanger dizileme ile dogrulandi.
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Sekil 5-3: HRMA ile simiflandirilan genotiplerin Sanger dizileme ile ayrimi.

Birinci gruba diisen homozigot genotipli (wt/wt ve mt/mt) saglikli ve hasta
bireylerin ayrimi ikinci bir HRMA calismasi ile gergeklestirildi ve ornekler, normalize

ve sicaklik-kaydirilmis sinyallerine gore gruplandilar (Sekil 5-4).
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Sekil 5-4: ikinci HRMA asamasinda sinyallerin erime noktalarina gore ayrimu.

A) Normalize ve sicaklik-kaydirilmis sinyallerin erime egrilerinin gosterimi. B) Normalize ve sicaklik-kaydirilmis

sinyal degerlerinin segilen bireye farklarinin bagil gosterimi.

Bu ¢alismada ayrimin saglanmasi her 6rnege genotipinin wt/wt oldugu bilinen

saglikli kontrol DNA’s1 toplam hacimin yiizde onu olacak kadar eklendi. Bu durum, wt/

wt genotipli bireylerde bir fark yaratmazken, genotipi mt/mt olan bireylere wt DNA

eklendigi i¢in kismi heterozigotluk yaratmaktadir. Boylece iki homozigot grup yerine

bir homozigot bir kism1 heterozigot grup elde edilir ve bu grup arasinda olusan erime

noktasi farki HRMA ile gozlenebilir (Tablo 5-3).
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Tablo 5-3: HRMA erime eg@rilerine gore homozigot bireylerin gruplari ve fenotipleri.

Birey Grup Fenotip
71 2 Saglikli
74 2 Saglikli
711 1 Hasta
712 1 Hasta
714 1 Hasta
715 1 Hasta
716 1 Hasta
718 1 Hasta
720 1 Hasta
721 1 Hasta
5.2. Aile MA135

5.2.1. Genom Boyu SNP Genotipleme i¢cin SNP Dizilimi Verisinin Analizi

Ailenin ayr1 kollarindan {i¢ ayr1 bireyin DNA’lar1 karnstirilarak, Illumina
platformunda, 700k SNP dizilimi ile genotipleme gerceklestirildi. Etkilenmis bireylerin
DNA’s1 karistirilmasi, fenotip ile iligkili homozigot bolgelere odaklanmay1 saglamistir.
Ayni aile igerisinde 6zellikle homozigot IBD bdlgelerini azaltmay1 saglayacagi igin bu

aileler i¢in uygun bir stratejidir.

GenomeStudio yazilimi ile ham veriler islenerek, BAF ve LRR degerleri
kullanilarak tiim kromozomlar homozigotluk acisindan gorsel ve kantitatif olarak
incelendi. Ug bireyin DNA’s1 karistirldig1 i¢in CNV analizi yapilmadi. GenomeStudio
yaziliminin, Plink Input Report eklentisi ile genotiplerin diiz metin ¢iktis1 kullanilarak

plink yazilimi ile homozigot bélgeler gosterildi (Tablo 5-4).
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Tablo 5-4: MA135 ailesinde havuzlanarak SNP dizilimi yapilan 6rneklerin Plink analizi
sonucu tespit edilen homozigot bolgeler.

CHR SNP1 SNP2 POS1 POS2 KB NSNP DENSITY
3 1s35623035 rs11919418 48.630.252 50.233.215 1.602.964 264 6072
4 rs10517277 156849320 33.466.803 34.765.595 1.298.793 116 11196
5 1517692694 rs3805685  130.330.467 131.528.153 1.197.687 122 9817
6 156927204 rs9481581 114.859.899  115.922.400 1.062.502 129 8236
11 1s7947391 rs1638560 66.186.882 67.220.175 1.033.294 197 5245
16 rs1428106 rs14920 66.536.257 67.691.515 1.155.259 235 4916
23 rs36047913  rs12835276 20.615.923 21.752.008 1.136.086 101 11248
23 rs4131729  rs12690009 51.697.194 53.871.623  2.174.430 122 17823
23 156612250 rs4384157 55.035.557 58.483.247 3.447.691 152 22682
23 rs1352015 rs907150 65.843.843 68.143.998  2.300.156 142 16198
23 156616255 rs7876320 100.807.909  102.025.971 1.218.063 112 10876
23 1s5987171 1s669237  153.123.411 154.916.845 1.793.435 255 7033

Tespit edilen homozigot bolgelerde SHFM ile iliskili olabilecek bir gen ya da
bolgeye rastlanmadi. Daha sonraki SNP calismalarinda MA135 ailesinden bireyler,
DNA ornekleri karistirllmadan calisildi ve ayni sekilde plink yazilimi ile homozigot

haritalama yapildi(Tablo 5-5).

Tablo 5-5: MA135 ailesinde etkilenmis bes bireyde ortak tespit edilen homozigot bolgeler.
CON: paylasilan en kiiciik ortak bolge. UNION: paylasilan en biiyiik ortak bolge.

11D CHR SNP1 SNP2 BP1 BP2 KB NSNP
A2 3 1s9882962 rs11919418 48.573.311 50.233.215 1.659.905 276
A3 3 rs2255532 rs1061474 48.624.611 50.144.951 1.520.341 244
A7 3 1s7631574 rs2006199 48.663.046 50.241.621 1.578.576 252
A9 3 1s7631574 rs1061474 48.663.046 50.144.951 1.481.906 231
3
3
3

Al rs13060933 rs2005557 48.606.701 49.701.298 1.094.598 181
CON 1s7631574 rs2005557 48.663.046 49.701.298 1.038.253 160
UNION rs9882962 rs2006199 48.573.311 50.241.621 1.668.311 278

Ancak ayni homozigot bdlge aynit zamanda etkilenmemis bireyler olan A4 ve

A5’de de tespit edildi(Tablo 5-6).
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Tablo 5-6: MA135 ailesinde etkilenmemis iki bireyde ortak tespit edilen homozigot
bolgeler.

IID CHR SNP1 SNP2 POS1 POS2 KB NSNP DENSITY
A4 3 1s9882962 rs11919418 48.573.311 50.233.215 1.659.905 276 6014
A5 3 rs9882962  rs2006199 48.573.311 50.241.621 1.668.311 278 6001

Bireylerin DNA’lar1 karistirilmadan yapilan SNP dizilimi incelemeleri siirecinde
CNV analizleri GenomeStudio yazilimmin eklentisi olan CNVpartition ile
gerceklestirildi. Ikinci SNP dizilimi c¢alismasinda calisilan MA135 ailesine ait dort
bireyde chr15:24.525.505-24.668.007 bolgesinde artis tespit edildi (Tablo 5-7). Tespit
edilen CNV ayni1 zamanda GenomeStudio lizerinde de gosterildi (Sekil 5-5).

Tablo 5-7: Ikinci SNP ¢alismasinda MA135 ailesinde 4 etkilenmis bireyde tespit edilen
CNV.

Birey kodu Kromozom Baslangic Bitis CNYV Degeri CNV Giiveninirligi
T455 15 24525505 24668007 3 40.38526
T456 15 24526247 24668007 3 96.00147
T457 15 24526247 24668007 3 90.26974
T458 15 24525505 24668007 3 52.00919

Bir sonraki SNP c¢aligmasinda MA135 ailesinden bir etkilenmis ve iki
etkilenmemis birey daha calisildi. Bu bireylerin kromozom 15 {izerinde tespit edilen
CNV agisindan analizleri sonucunda etkilenmis ve etkilenmemis her bireyde bu CNV

tespit edildi (Tablo 5-8).

Tablo 5-8: Ugiincii SNP cahsmasinda MA135 ailesinde 1 etkilenmis birey ve 2
etkilenmemis bireylerde tespit edilen CNV.

Birey kodu Kromozom Baslangic Bitis CNV Degeri CNYV Giiveninirligi
Al 15  24.521.050(bp) 24.668.007(bp) 3 90.0502
A4 15 24.521.050(bp) 24.668.007(bp) 3 61.72486

AS 15 24.525.505(bp)  24.668.007(bp) 3 57.57182
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Sekil 5-5: MA135S ailesinde etkilenmis 4 bireyde tespit edilen CNV'nin GenomeStudio

iizerinde gosterimi. CNV bolgesi mavi ile isaretlenmistir.
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5.2.2. Baglant1 Analizi

MA135 ailesinde 6 bireyin genotip verisi kullanilarak baglanti analizleri
gerceklestirildi. Mendelyen OR kalitim modeli i¢in Allegro yazilimi ile tam penetrans,
sadece enformatif belirtecler kullanilarak ve belirtecler arast mesafe 0,1cM olacak
sekilde analizler gerceklestirildi. Mendelyen OD kaliim modeli i¢in yine Allegro
yazilimi ile 0.9 penetrans, sadece enformatif belirtecler kullanilarak ve belirtecler arasi
mesafe 0.1cM olacak sekilde gerceklestirildi. Analizler tim otozomal ve cinsiyet
kromozomlar1 i¢in gerceklestirildi. Analizler sonucunda anlamli LOD skoru olan bolge

tespit edilmedi.

5.2.3. Ekzom Dizileme

MA135 ailesinden A3 bireyinin ekzom dizilemesinin 1slak laboratuvar kismi
icin YCGA kurumundan hizmet alindi. Ham verinin analizleri yontem kisminda
anlatildig1 gibi tez kapsaminda gelistirilen yazilimlar ile kendi laboratuvarimizda
gerceklestirildi. Analizler, Ensembl’in kanonik olarak kabul ettigi transkriptler
iizerinden yapilmistir. Elde edilen 72.516 varyantin %87,5°1 20X, %34,6’s1 50X okuma

derinliginin iizerindedir.

Elde edilen nitelendirilmis varyantlarin analizi tiimdengelim yaklasimi ile
incelenmis ve cesitli filtreleme yaklasimlar1 kullanilarak hastalik ile iligkili olabilecek
olast aday varyantlara ulagilmistir. Varyantlarin isimlendirilmesi Ensembl VEP
anotasyonundan gelen HGVS isimleri ile yapilmistir. Filtrelemeler sonucunda elde

edilen varyant sayilar1 Tablo 5-9°da gosterilmistir.

Tablo 5-9: A3 bireyinin, ED sonucu elde edilen 72.516 varyantin adim adim filtrelenmesi.

Filtreleme adim Kalan varyant sayisi
Protein kodlayan transkript iizerindeki varyantlar 67.028
GnomAD iizerinde maf degeri 0.05’den kiiciik varyantlar 18.163
Traskript iizerinde yiiksek etkili varyantlar 242
ACMG smiflandirmasina gore benin olmayan varyantlar 191
Heterozigot varyantlar 174

Homozigot varyantlar 15
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5.3. Aile MA136

5.3.1. Genom Boyu SNP Genotipleme i¢cin SNP Dizilimi Verisinin Analizi

Ailenin iki etkilenmis bireyleri ile Illumina platformunda, 700k SNP dizilimi ile
genotipleme gerceklestirildi. GenomeStudio yazilimi ile ham veriler iglenerek, BAF ve
LRR degerleri kullanilarak tiim kromozomlar homozigotluk acisindan gorsel ve
kantitatif olarak incelendi. GenomeStudio yaziliminin, Plink Input Report eklentisi ile
genotiplerin diiz metin ¢iktis1 kullanilarak plink yazilimi ile homozigot bolgeler

gosterildi (Tablo 5-10).

Tablo 5-10: MA136 ailesinde etkilenmis iki bireyde ortak tespit edilen homozigot bolgeler.

X3 ve X4 bireylerinde paylasilan en bilyiik ortak bolgeler verilmistir.

CHR SNP1 SNP2 BP1 BP2 KB NSNP
1 rs1752020 rs1040623 15.572.133 18.646.231 3.074.099 848
1 rs10493064 1s795047 35.369.014 36.637.708 1.268.695 179
2 1528672994 rs4907254 95.395.757 97.549.668 2.153.912 228
2 rs13035933 rs4521021 203.469.960 204.816.575 1.346.616 204
3 156796787 rs17334102 11.200.110 64.919.103 53.718.994 13788
3 156796787 rs17334102 11.200.110 64.919.103 53.718.994 13788
3 156796787 rs17334102 11.200.110 64.919.103 53.718.994 13788
4 rs6843954 rs3903261 185.907.334 190.963.766 5.056.433 1404
5 1s1276219 1s7293455 30.930.971 46.399.093 15.468.123 3383
5 rs1276219 1s7293455 30.930.971 46.399.093 15.468.123 3383
6 156907076 152477234 20.200.420 33.894.694 13.694.275 9230
7 156460721 rs6951030 71.854.104 73.133.241 1.279.138 137
8 rs2410326 rs968001 15.820.384 19.047.187 3.226.804 1543
11 rs11828371 rs4881847 47.943.058 51.591.253 3.648.196 256
12 152194821 rs9705474 27.976.946 34.826.574 6.849.629 1764
12 rs4002730 rs584878 37.876.400 50.324.567 12.448.168 2661
12 rs7970885 rs10877760 56.031.273 62.282.739 6.251.467 1282
15 rs8033248 rs7171671 31.672.580 37.485.094 5.812.515 1711
18 1s9966660 rs4800833 18.561.020 25.494.414 6.933.395 1878

18 1s9966660 rs4800833 18.561.020 25.494.414 6.933.395 1878




87

Tespit edilen bu yirmi bolgeden kromozom 12 iizerinde 37.876.400 (rs4002730)
—50.324.567 (rs584878) bolgeleri arasinda bulunan, daha 6nce literatiirde bircok SHFM
vakast ile iligkilendirilmis WNT10B>'>""%49091 geninde bulunabilecek varyasyonlarin

arastiritlmasi i¢in genin Sanger dizileme ile taranmasi uygun goriildii.

5.3.2. Aday Genlerin Sanger Dizileme ile Taranmasi

MA136 ailesinden segilen X3 bireyinin DNA ile WNTI0B geninin 2., 3., 4., 5.
ve kodlamayan 1. ekzonlar1 Sanger dizileme ile tarand1 (Tablo 5-11). Tarama
sonucunda hastalik ile iligkili olabilecek herhangi bir varyasyon tespit edilmedi. Bunun

iizerine ekzom dizileme yapilmasi uygun goriildii.

Tablo 5-11: MA136 ailesinde Sanger dizileme ile WNT10B geninin taranmasi.

Ekzon Baslangic-Bitis (NM_003394.4) Taranan Bolge Baslangic-Bitis
Ekzon 1 (UTR) 1-281 (hepsi 5° UTR) -114 - +14
Ekzon 2 (UTR) 282-395 (40 5° UTR bitisi) -203 - +63
Ekzon 3 396-658 30 - +89
Ekzon 4 659-1032 11- +51
Ekzon 5 (UTR) 1033-2246 (1492 3’ UTR baslangici) -64 - 523
5.3.3. Ekzom Dizileme

MA136 ailesinden X3 bireyinin ekzom dizilemesinin 1slak laboratuvar kismi
icin YCGA kurumundan hizmet alindi. Ham verinin analizleri yontem kisminda
anlatildig1 gibi tez kapsaminda gelistirilen yazilimlar ile kendi laboratuvarimizda
gerceklestirildi. Analizler, Ensembl’in kanonik olarak kabul ettigi transkriptler
lizerinden yapilmistir. Elde edilen 51.975 varyantin %96.7°si 20X okuma derinliginin

izerinde, %67.1°1 50X okuma derinliginin iizerindedir.

Elde edilen nitelendirilmis varyantlarin analizi tiimdengelim yaklasimi ile
incelenmis ve ¢esitli filtreleme yaklasimlar1 kullanilarak hastalik ile iligkili olabilecek

olas1 aday varyantlara ulasilmistir. Varyantlarin isimlendirilmesi Ensembl VEP
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anotasyonundan gelen HGVS isimleri ile yapilmistir. Filtrelemeler sonucunda elde

edilen varyantlar sayilar1 Tablo 5-12°de gosterilmistir.

Tablo 5-12: X3 bireyinin, ED sonucu elde edilen 51.975 varyantin adim adim filtrelenmesi.

Filtreleme adim Kalan varyant sayisi
Protein kodlayan transkript iizerindeki varyantlar 47.749
GnomAD iizerinde maf degeri 0.05’den kiiciik varyantlar 15.050
Traskript iizerinde yiiksek etkili varyantlar 234
ACMG smiflandirmasina gore benin olmayan varyantlar 187
Heterozigot varyantlar 161
Homozigot varyantlar 24

Filtreleme ile beraber ayni zamanda WNTI0B geni Oncelikli olarak kontrol
edilmistir ve hem de filtrelerle de elde edilen, hastalik ile iliskili olabilecek

NM 003394.4:¢.343C>T:p.Argl 15Ter degisimi tespit edilmistir (Sekil 5-6).



89

chri2

m—%p:_m
pl3.32 pl3.2  pl22 plL23 plll ql2 qi312 qi3.3 qla2 qI5  q2L2  q2L32 q2 3.2 q2h1l q24.22  q24.32

[r

- 86bp -

tp 48,362 060 b B0 b 49362180 £ 48,362 090 b 382100 bp M bp 382120 b 18362130 b
| | I | I I | | I | I I | | I | I

5-X3_285_2082..bam Coverage

$-X3_285 202 5270 L004 R1_
stq_bwa_picardSort_picardtatd
_tecal_reads.bam

I-0 I

GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCT QA
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGEAGAAGGAAAAAGCACTTTC T GAIG
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTQAGA
GCATEGACCCCAGCAGCCAGCATGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCT CIAIGA A
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAAC
GCATGBACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCT
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCTRAGAAACCTEE
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEE
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTRAGAAACCTEGEEE
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTQAGAAACCTEGEEE
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCTRAGAAACCTEEEGEAT
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEEEGATGA
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGEGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEEE6ATGA
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEEEEATGAGAA
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCTHAIGAAACCTGGEGATGAGAAG
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEEEEATEAGAAG
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCTHAIGAAACCTGGEEEATEAGAAG
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATTGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTQAGAAACCTEEEEATEAGAAGE
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAIGAAACCTGGEEATGAGAAGD
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEEEGEATEABAAGEGET
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCT HAGAAACCTGGEEEATEAGAAGEGT
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEEE6ATGAGAAGGETG
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEEEGATEABAAGGETG
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTQAGAAACCTEEE6ATGAGAAGGGTGT
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEGEEEATGAGAAGGGTGTE
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGEAGAAGGAAAAAGCACTTTICTRAGAAACCTEEE6ATGAGAAGEBETGTGA
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTGEEGATGAGAAGGGTGTGAT
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEEE6ATGAGAAGGGTGETEAT
GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOAGAAACCTEGEEGATGAGAAGGGTGTGATE
GCATEACCCCAGCAGCCAGCATGEAGAAGGAAAAAGCACTTTCTHAIGAAACCTGGEEATGAGAAGEGTGTGATED

[T

COTEACCP P AR P AGPCARCATEESE GE GLAPTTTLTOLG PP TEERAGATRAGAMGRRTETEATER

Sequence -
RefSeq Genes

GCATGACCCCAGCAGCCAGCATGGAGAAGGAAAAAGCACTTTCTOGAAACCTEGEGATGAGAAGGGTETEATEETGGEAGGTAAGE

[«]Tr

Sekil  5-6:
NM_003394.4

Tespit

Ekzom  dizileme sonucu WNTI0B  geninde  tespit edilen

:¢.343C>T:p.Argl15Ter varyasyonunun IGV ile gosterimi.

edilen varyasyonun aile icindeki ayrimi Sanger dizileme

ile

dogrulanmistir. X6 bireyinin DNA’simnin miktar1 ve safligt uygun olmadigi igin

calisitlamamustir.



90

WNT10B_ed

Consensus
=

Coverage
o

X5 4R

Trace data

X1 4R

X2 4R

Trace data

X4_4R

Trace data : : i ‘:

t t t c c a a
Confligt

T T T C T A A

T T T C T A A

T T T c

Trace data A/\/\

T T T c i A A
/\ N -f\
e d -r""‘-: - .__-". ..-—--::._.:
T T T c L] A A

X3 4R T T T c
Trace data
e
Sekil 5-7: MAI136 ailesinde tespit edilen NM_003394.4:¢.343C>T:p.Argl15Ter

varyasyonunun Sanger dizileme ile aile icerisindeki ayriminin gosterimi.
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5.4. Aile MA154

5.4.1. Genom Boyu SNP Genotipleme i¢cin SNP Dizilimi Verisinin Analizi

Ailedeki iki etkilenmis ve bir saglikli kardesler ve ebeveynler ile Illumina
platformunda, 700k SNP dizilimi ile genotipleme gerceklestirildi. GenomeStudio
yazilimi ile ham veriler iglenerek, BAF ve LRR degerleri kullanilarak tiim kromozomlar
homozigotluk agisindan gorsel ve kantitatif olarak  incelendi. GenomeStudio
yazilimimin, Plink Input Report eklentisi ile genotiplerin diiz metin ¢iktis1 kullanilarak

plink yazilim1 ile homozigot bolgeler gosterildi (Tablo 5-13).

Tablo 5-13: MA154 ailesinde etkilenmis iki kardeste ortak tespit edilen homozigot
bolgeler.

CON:: paylasilan en kiiciik ortak bolge. UNION: paylasilan en biiyiik ortak bolge.

11D PHE CHR SNP1 SNP2 BP1 BP2 KB NSNP
T447 2 5 1517713413  1s6868554 129.651.668 131.370.827 1.719.159 171
T448 2 5 r1sl7713413  rs6868554 129.651.668 131.370.827 1.719.159 171
CON 2:0 5 1517713413  1s6868554 129.651.668 131.370.827 1.719.159 171
UNION 2:0 5 1s17713413  rs6868554 129.651.668 131.370.827 1.719.159 171
T447 2 5 rs165185 rs10071369 139.144.766 140.249.284 1.104.519 186
T448 2 5 rs165185 rs10071369 139.144.766 140.249.284 1.104.519 186
CON 2:0 5 rs165185 rs10071369 139.144.766 140.249.284 1.104.519 186
UNION 2:0 5 rs165185 rs10071369 139.144.766 140.249.284 1.104.519 186
T447 2 10 rs816651  rs1869210 601.114 4.808.620 4.207.507 1841
T448 2 10 rs816651  rs1869210 601.114 4.808.620 4.207.507 1841
CON 2:0 10 rs816651  rs1869210 601.114 4.808.620 4.207.507 1841
UNION 2:0 10 rs816651  rs1869210 601.114 4.808.620 4.207.507 1841
T447 2 17 rs1050223 152176134  14.111.915  22.242.355 8.130.441 1649
T448 2 17 1s2127994 152176134  14.298.594  22.242.355 7.943.762 1564
CON 2:0 17 1s2127994 152176134  14.298.594  22.242.355 7.943.762 1564
UNION 2:0 17 rs1050223 152176134  14.111.915  22.242.355 8.130.441 1649
T447 2 17 rs7211389 151003916  25.311.244  32.458.659 7.147.416 1510
T448 2 17 rs7211389 151003916  25.311.244  32.458.659 7.147.416 1510
CON 2:0 17 rs7211389 151003916  25.311.244  32.458.659 7.147.416 1510
UNION 2:0 17 rs7211389 151003916  25.311.244  32.458.659 7.147.416 1510
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MA154 ailesinde hasta iki kardesin ortak homozigot bdlgeler incelendiginde
hastalik ile iligkili olabilecek bir gen ya da bolge tespit edilmedi.

SNP dizilimi incelemeleri siirecinde CNV analizleri GenomeStudio yaziliminin
eklentisi olan CNVpartition ile gerceklestirildi. Ik ve ikinci SNP dizilimi ¢alismasinda
calisitlan MA154 ailesine etkilenmis iki kardeste chr10:102.924.567-103.404.601
bolgesinde artis tespit edildi (Tablo 5-14). Tespit edilen CNV ayni zamanda
GenomeStudio tizerinde de gosterildi (Sekil 5-8). Daha o6nce SHFM3 ile de
iliskilendirilmis olan CNV bdlgesinin ikinci bir yontem olarak ger¢ek zamanl kantitatif

PZR ile dogrulanmasi uygun goriildii.

Tablo 5-14: Uciincii SNP calismasinda MA135 ailesinde 1 etkilenmis birey ve 2
etkilenmemis bireylerde tespit edilen CNV.

Birey kodu Kromozom  Baslangic Bitis CNV Degeri CNV Giiveninirligi
Y3 10 102.924.567 103.320.642 3 222.3983
Y5 10 102.924.567 103.404.601 3 439.7837
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Sekil 5-8: MA154 ailesinde etkilenmis 2 bireyde chr10:102.924.567-103.404.601 bolgesinde
tespit edilen artis CNV'sinin GenomeStudio iizerinde gosterimi. CNV bdolgesi eflatun ile

isaretlenmistir.
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5.4.2. Ger¢ek Zamanh PZR ile CNV’lerin dogrulanmasi

Etkilenmis kardeslerden Y5 ve ebeveynler arasindaki CNV’lerin karsilastirmali
delta Cr degerleri kullanilarak 6l¢iilmesi i¢in dizayn edilen deneyde saglikli kontrol
olarak SNP dizilimi ¢aligmalarinda yer alan diger bireylerden secilen DNA 6rnekleri
kullanildi. Diger etkilenmis kardes Y3’tin DNA mevcut olmadigindan ¢aligmaya
katilmadi. Caligmada referans gen olarak laboratuvarda diger ¢alismalarda da daha
onceden kullanilmis olan K/FIC kullanildi. Ancak calisma sonrasi anlamli bir sonug

tespit edilmedi (Sekil 5-9).

CNV dogrulamasi
10
9
8
7
-+ 6
g
3 5 W 2*2-AACt
84
S o3
2
1 .
0 |
Y1 Y2 Y5 A2 A7 X4  negCtrl
Ornekler

Sekil 5-9: MA154 ailesinde CNV artisinin gercek zamanh PZR ile dogrulanmasi.

Bircok kez tekrarlanan CNV dogrulama deneylerinde bir hasta ve saglikli kardesin DNA 6rneklerin olmamasi ve

elde olan DNA 6rneklerinin de kalitesinden dolay1 anlamli bir sonuca varilamamistir.
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5.5. Akis Hatt1 Deneme Calismalari

Akis hatti yazilimlarinin denenmesi i¢in laboratuvarimizda daha Onceden
calisilmis ve yaymlanmis bulgulari olan ve bu sirada analizleri farkli yazilimlar ile
gerceklestirilen iki 6rnek calisma segilmistir. ilk denemede ¢alismasinda, epilepsi ile
beraber intellektiiel yeti kaybi fenotipi gosteren bireyin ekzom dizileme verisi
calisilmistir®™. Bu bireyde SNP dizilimi ile gergeklestirilen baglant1 analizleri ile
desteklenen DUSIL geninde aday bir varyanta ulasilmistir. Ikinci drnekte ise anne, baba
ve ¢ocuk olarak iiclii ekzom dizileme olarak calisilan ve sonug¢ olarak PANK?2 geninde

iki yanlis anlamli varyasyon birlesik heterozigot olarak bulunan aile ¢aligilmigtir®.

Birinci ¢alismada, elde edilen 84.806 varyantin %86’s1 20X, %52’si 50X
derinlik ile kapsanmistir. Akraba evliligi goz oniinde bulundurularak Mendeliyen OR
bir kaliimda varyantin kesfi i¢in kullanilacak bir filtreleme yontemi izlenmistir (Tablo

5-15).

Tablo 5-15: Birinci deneme calismasinda, ED sonucu elde edilen 84.806 varyantin adim
adim filtrelenmesi.

Filtreleme adimi Kalan varyant sayisi
Protein kodlayan transkript iizerindeki varyantlar 62.449
GnomAD iizerinde maf degeri 0.05’den kiiciik varyantlar 20.119
Traskript iizerinde yiiksek etkili varyantlar 109
ACMG smiflandirmasina gore benin olmayan varyantlar 101
Heterozigot varyantlar 89
Homozigot varyantlar 8

Ikinci calismada anne ve babanin ekzom verilerinin en verimli sekilde
degerlendirilebilmesi iizere filtrelemeler 6nce aile i¢i analiz yapildi. Elde edilen 30.796
varyantin, %90’1 20X, %57’si 50X derinlikte kapsanmistir. Probandin varyantlar
birlesik homozigotluk ac¢isindan degerlendirildi ve filtrelemeler bu degerlendirme

sonrasinda gercgeklestirildi (Tablo 5-16).
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Tablo 5-16: ikinci calismada, birlesik heterozigotluk acisindan incelenen 30.797 varyantin
adim adim filtrelenmesi.

Filtreleme adimi Kalan varyant sayisi

Protein kodlayan transkript iizerindeki varyantlar 23.197
GnomAD iizerinde maf degeri 0.05’den kiiciik varyantlar 5.948
Traskript iizerinde yiiksek etkili varyantlar 993
ACMG smiflandirmasina gore benin olmayan varyantlar 891

890

Heterozigot varyantlar
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6. TARTISMA

YND’nin arastirma ve klinik uygulamalarda yiiksek hacme ulasmis olmasi
beraberinde yiiksek miktarda veri getirmis ve bu verilerin analizini kolaylastiracak ve
standartlastiracak yontemler gerektirmistir. Bu tezin biyoenformatik kisminda bu

analizlere yardimci olacak iki yazilim gelistirilmistir.

Tez calismas1 kapsaminda YND ile birlikte, SNP dizilimi, baglant1 analizi gibi
cesitli genomik teknolojiler ve analiz yontemleri Sanger dizileme, ger¢ek zamanli PZR
gibi temel molekiiler genetik yontemlerle kullanilarak SHFM go6zlenen dort ailede bu
gelisimsel bozuklugun genetik etiyolojisi arastirilmigtir. Hastalik, isimleri ayni olmasina
ragmen, aileler aras1 ve hatta aile i¢inde bile fenotipik heterojenitesi yliksektir. Tez
kapsamindaki ailelerin igerisindeki ve Pakistan genelindeki yiiksek akraba evliligi oram
goze alindiginda hastalifin Mendelyen OR kalitim gdsteren genetik bdlgelerden kdken
almas1 beklenmektedir. Tez ¢alismasinda gerceklestirilen analizler bu duruma 6ncelik
verilerek yapilmistir. Ancak SHFM, fenotipik heterojenitenin yani sira yiliksek genetik
heterojenite (Tablo 2-3) de gostermektedir.

Calisma kapsaminda, dort aileden etkilenmis ve etkilenmemis toplam 41 birey
incelenmistir. Bu dort ailelerden iiglinde (MA134, MA136, MA154) fenotip ile iliskili
bir varyant bulunmus MA135 ailesinde SHFM fenotipine neden olabilecek bir varyant
bu tez ¢alismasi kapsaminda tespit edilememistir. MA134 ve MA136 ailelerinde her
ikisinde de bulgu WNTI0B flizerinde oldugu igin ikisinin beraber tartisilmasi uygun
goriilmistliir. MA135, MA154 ve yazilimlar kendi baslarina ele alinarak aciklanacaktir.

6.1. Aile MA134 ve MA136: WNT10B

Klinik tanis1 Boliim 4.1.1°de verilen aileler icin gerceklestirilen tiim incelemeler
sonrasinda MA134 ailesinde, NM 003394.4::c.994C>G:p.Arg332Gly (rs121918349)
varyantt, MA136 ailede ise NM 003394.4:c.343C>T:p.Argl15Ter (rs775699954)
varyanti, fenotipi agiklayan aday varyantlar olarak tespit edilmistir. WNT10B geni ters
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zincirden okundugu i¢in atasal alel genomik gosterimlerde G, transkript gosterimlerde
Cdir.

MA134’te tespit edilen rs121918349 varyanti proteinin sonlarina dogru yanlis
anlamli amino asit degisimine yol acarken, MA136°da tespit edilen rs7171671 varyanti

proteinin daha baslarinda dur kodonuna neden olmaktadir (Sekil 6-1).

Bl
121
181
241
301
361

1
61
121
181
241
301
361

Reference protein

MLEEPRPRPP PSGLAGLLFL
LCLRNPDVTA SALQGLHIAV
FSMLAAGVMH AVATACSLGK
GPGSSPSPGP (QDTWEWGGCN
ENLKRKCKCH GTSGSCQFKT
PRRLSGELVY FEKSPDFCER
VERCHCRFHW CCYVLCDECK

MLEEPRPRPP PSGLAGLLFL
LCLRNPDVTA SALQGLHIAV
FSMLAAGVMH AVATACSLGK
GPGSSPSPGP (DTWEWGGCN
ENLKRKCKCH GTSGSCQFKT
PRRLSGELVY FEKSPDFCER
VERCHCRFHW CCYVLCDECK

ALCSRALSNE
HECQHOQLRDQ
LVSCGLGWKG
HDMDFGEKFS
CWRAAPEFRA
DPTMGSPGTR
VTEWVNVCK*

Protein predicted from variant coding sequence

ALCSRALSNE
HECQHOQLRDQ
LVSCGCGWKG
HDMDFGEKFS
CWRAAPEFRA
DPTMGSPGTR
VTEWVNVCK*

Reference protein

rs121918349

ILGLKLPGEP
RWNCSALEGG
SGEQDRLRAK
RDFLDSREAP
VGAALRERLG
GRACNKTSRL

ILGLKLPGEP
RWNCSALEGG
SGEQDRLRAK
RDFLDSREAP
VGAALRERLG
GGACNKTSRL

PLTANTVCLT
GRLPHHSAIL
LLQLQALSRG
RDIQARMRIH
RAIFIDTHNR
LDGCGSLCCG

PLTANTVCLT
GRLPHHSAIL
LLQLQALSRG
RDIQARMRIH
RAIFIDTHNR
LDGCGSLCCG

LSGLSKRQLG
KRGFRESAFS
KSFPHSLPSP
NNRVGRQWVT
NSGAFQPRLR
RGHNVLRQTR

LSGLSKROLG
KRGFRESAFS
KSFPHSLPSP
NNRVGRQWVT
NSGAFQPRLR
RGHNVLRQTR

rs775699954

1 MLEEPRPRPP PSGLAGLLFL
61 LCLRNPDVTA SALQGLHIAV
121 FSMLAAGVMH AVATACSLGK
181 GPGSSPSPGP QDTWEWGGCN
241 ENLKRKCKCH GTSGSCOFKT
301 PRRLSGELVY FEKSPDFCER
361 VERCHCRFHW CCYVLCDECK

ALCSRALSNE ILGLKLPGEP
HECQHQLRDQ RWNCSALEGG
LVSCGCGWKG SGEQDRLRAK
HDMDFGEKFS RDFLDSREAP
CWRAAPEFRA VGAALRERLG
DPTMGSPGTR GRACNKTSRL
VTEWVNVCK*

Protein predicted from variant coding sequence

1 MLEEPRPRPP PSGLAGLLFL ALCSRALSNE ILGLKLPGEP
61 LCLRNPDVTA SALQGLHIAV HECQHQLRDQ RWNCSALEGG

PLTANTVCLT
GRLPHHSAIL
LLOLQALSRG
RDIQARMRIH
RAIFIDTHNR
LDGCGSLCCG

PLTANTVCLT
GRLPHHSAIL

LSGLSKRQLG
KRGFRESAFS
KSFPHSLPSP
NNRVGROWVT
NSGAFQPRLR
RGHNVLRQTR

LSGLSKRQLG
KRGF*

Sekil 6-1: MA134 ve MAI136 ailelerinde WNTIOB geninde tespit edilen

varyasyonlarin protein dizisi iizerindeki etkileri.

A) MA134 NM_003394.4::¢.994C>G varyasyonu. B) MA136 NM_003394.4:¢.343C>T varyasyonu.
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MA134 ailesinde homozigot olarak tespit edilen rs121918349 c¢ok alelli bir
bolgedir. Atasal alleli G iken diger {i¢ niikleotide (A, T, C) heterozigot olarak degisimi
de farkli popiilasyonlarda gozlenmistir. Tez kapsaminda tespit edilen G alelli Kuzey-
Bat1 Avrupa uyruklu popiilasyonda heterozigot olarak bir bireyde gozlenmisken (Sekil
6-2) T alleli Latin uyruklu iki bireyde heterozigot olarak A alelli is Dogu Asya
popiilasyonunda tek bir kiside heterozigot olarak tespit edilmistir. MA136’da tespit
edilen rs7171671 ise iki alellidir ve yine heterozigot olarak 1 Afrika, ve 8 Kuzey-Bati
Avrupa uyruklu bireylerde gozlenmistir. Diinya genelinde heterozigot olarak rastgele
gozikken bu aleller Pakistan gibi akraba evliligi orani yiiksek popiilasyonlarda
homozigot formda genellikle LoF mekanizmalar1 ile hastaliklara yol agmaktadir'®.
WNT10B geninin 2008 yilinda hastalik ile ilk iligskilendirildiginden bu zamana kadar da

genellikle akraba evliligi olan birkac diger ailede de farkli varyasyonlar tanimlanmistir

(Tablo 6-1).

Tablo 6-1: Literatiirde bugiine kadar WNTI0OB geninde tespit edilen patojenik
varyasyonlar

Degisim (NM_003394.4) Hastaliga yol acan genotip
¢.994C>T:p.Arg332Trp'® Homozigot
¢.1165_1168delAAGT:p.Lys388delin36% Homozigot
¢.300_306dupAGGGCGG:p.Leul03Argfs*53% Homozigot
¢.968C>G:p.Thr329Arg'” Homozigot
c.458_461dupAGCA:p.Asp155Alafs*47% Homozigot
€.695 697delACA:p.Asn232del Homozigot
¢.388-1G>C'* Homozigot
€.661C>T;986C>A;pArg221Trp;Thr329Lys'” Birlesik Heterozigot?(Tek ebeveyn)
¢.460C>G:p.GIn154%'* Homozigot
c.817delG:p.Ala273Argfs*3'" Homozigot
¢.746G>T;817dupG:p.Cys249Phe;Ala273Glyfs*14'® Birlesik Heterozigot

¢.949T>A:p.Phe31711e'” Homozigot
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Population Count Number  Homozygote auen
zygotes Frequency

Overall 1 113348 0 0000008822
Ej:;;‘;’fmm : 42078 0 000002377
Bulgarian 0 2658 0 0.000
Estonian 0 238 0 0.000

v [Enlggﬁﬂm EEE&E;: :- 0 30814 0 0.000
‘E’ﬁ;‘;;‘;g 0 11486 0 0.000
Swedish 0 26074 0 0.000
Female 1 49866 0 000002005
Male 0 63482 0 0.000

b Affican 0 16130 0 0.000

b Latino 0 34584 0 0.000

b Ashkenazi Jewish 0 10056 0 0.000

b East Asian 0 18378 0 0.000

 European (Finnish 0 21602 0 0.000

b Other 0 6130 0 0.000

b South Asian 0 30614 0 0.000

Total 1 250842 0 0.000003987

Sekil 6-2: Tez kapsaminda tespit edilen

GnomAD veri tabaninda popiilasyonlar arasi alel sikhiginin gosterimi.

NM_003394.4:¢.994C>G varyasyonunun

Tespit edilen varyasyonlarin WNTIOB proteinin korunmuslugu {izerinde

olabilecek etkilerinin gorsellestirilmesi i¢in clustalo yazilimi ile WNT10B geninin hem

homolog hem ortolog protein dizileri hizalandi. Her iki varyasyon da hem tiirler

arasinda hem de insandaki diger WNTB genleri arasinda yiiksek korunmusluk

gostermektedir (Sekil 6-3).
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A B
P. troglodytes WNTI16 313
M. mulatta WNTY 299
C. lupus WNT7A 297
B. taurus WNIiOA GTGR CNK 365
M. musculus WNT1 GTIGREACNE 318
R. norvegicus WNT7B GTQGR I CN: T 297
D. rerio WNT5A GTQGR CNKT 328
D. melanogaster WNT5B GTQGR CNKT 307
A. gambiae WNT6 313
X. tropicalis WNTZ2 297
H. sapiens 337 wiNTi108 [EREFACTEY 337

Pl b bk b lskx Pl b Pl 1k

T T
rsl121918549 rs121918549
4 4 a 4
C e DA D e REdfE
R AL* HEva s LR Y[

P. troglodytes KINHAFRESAFS 120 WNTI16 SS[e 123
M. mulatta 120 WNTY 112
C. lupus 120 WNT7A 107
B. taurus 164 WNIiOA SR F AN A 133
M. musculus 120 WNT1 NR{¢Cl3uyNS T 127
R. norvegicus 120 WNT7B RV[ESIAAAINST 107
D. rerio 120 WNT5A [FERG SRET A gy 138
D. melanogaster 148 WNT5B [ABRG SRET AFjN 117
A. gambiae 14 WNTG6 Q QD IS 108
X. tropicalis 118 WNTZ2 LR SEASEN VvV 111
H. sapiens 120 WNT10B KREFEEEINGS 120

kkokok L 111 % kooksk Dk 11

T T
rs775699954 rs775699954

Sekil 6-3: WNT10B geninde tespit edilen varyasyonlarinin denk geldigi bolgelerin ortolog

ve homolog proteinler iizerinde korunmuslugunun gosterimi.

A-B) 5121918349 varyasyonunun denk geldigi bdlgenin homolog ve ortolog proteinler iizerinde gdsterimi. C-D)

15121918349 varyasyonunun denk geldigi bélgenin homolog ve ortolog proteinler iizerinde gdsterimi.

Ik D. melanogaster’da kesfedilen Wnt genlerinden, insanda ve farede 19, D.

1% Wnt ailesindeki sinyal proteinleri

melanogaster 7, ve C. elegans’da 5 tane bulunur
bir¢ok farkli gelisimsel islevi diizenler ve yetiskin organizmalarda homeostaziyi saglar.
Wnt proteinlerinin, hedef hiicrelerini etkilemeleri, diger sinyal yolaklarindan daha
karmagik ve yiiksek derecede geri bildirime duyarhidir. Wnt sinyal aktivitesi yiiksek
derecede pleotropi gostererek mitotik uyarma, farklilagsma, poleritede degisimler ve

hiicre baghiliginda farklilasmayi etkiler'”.
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Wnt proteinlerinin sinyalleri, uzun sistin zengin bdlge (CRD; cysteine-rich
domain) ismi verilen uzun amino asit uzantillar1 olan yedi membran gecen Frizzled

110,111

proteinleri tarafindan alinir . Wnt yolak aktivasyonunun bir diger ozelligi de

sitoplazmik B-katenin seviyesindeki artigtir. Wnt sinyalinin yoklugunda f-katenin

H21B3 ye GSK-3'"" tarafindan fosforillenerek degrede

serin/teorin kinazlar, Casein Kinase
olur. Wnt sinyali B-katenin fosforillenmesini inhibe ederek, degredasyonun Oniine
gecer. Artan [-katenin seviyeleri, niikleusda birikmesine ve LEF/TCF transkripsiyon

faktorleri ile kompleks kurmasina yol agar'".

WNTI10B nin amino asit dizisi sistein agisindan zengindir ve beklenin''® iki kati
sistein igerir. Iki sistein aminoasidi, disiilfit baglari kurarak proteinin ii¢ boyutlu yapisin
sekillendirir. Sinyal molekiiliiniin reseptor tarafindan taninmasinda ii¢ boyutlu yapisinda
ki herhangi bir degisiklik, sinyal molekiiliiniin taninmamasina yol acabilir. WNT10B
amino asit dizisindeki yiiksek sistein orani ve disiilfit bag kurulmasi (Sekil 6-4) amino
asit dizisinin yliksek derece korunmus olmasini (Sekil 6-3) ve amino asit dizisi lizerinde
etki yaratacak genetik varyasyonlarinda proteinin yapisinin bozulmasina ve reseptorler
tarafindan tanminmamasma yol acabilir. MA136 ailesindeki dur kodunu yaratan
varyasyon ise ¢ok daha kisa bir protein iirliniine ya da RNA asamasinda NMD’e yol

acabilir.
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R R
Modified residue !

Disufide bond 83 e 04 |

Glycosylation| 03 |

Disuffide bond 136 « 144 ]

Disuffide bond 146 + 199 N

Disulide bond 247 & 261 i

Disuffide bond 249 + 256 I

Lipidation i 253 |

Disufide bond 318 « 349 [ ]
Disufide bond 334 & 344 I
Glycosylation ! 335 |
Disufide bond 348 « 388 ]
Disufide bond 364 «» 379 ]
Disuffide bond 366 + 376 |
Disuffide bond 371 & 372 |

Sekil 6-4: WNTI10B amino asit modifikasyonlarinin Uniprot veri tabaninda gosterimi.

Ozellikle farkli gruplar tarafindan tespit edilen 1s121918349 varyasyonunun
bulundugu bdlge, hastalik i¢in hotspot mutasyon bdlgesi olabilir ve WNT10B’nin RYK/

ROR2 reseptorleri ile etkilesimini bozdugu tahmin edilmektedir'’.

Ayni zamanda
Frizzled reseptorii baglanma bolgesi ile aymi bolgeye diisiin varyasyonlar'” B-katenin

yolaginda aksakliklara yol agabilir.

Uzuv gelisimi sirasinda Wntl0b anlatimi ilk fare 6n uzuvlarinda gosterildi

Summerhurst ve ark. tarafindan gosterildi''®

. Anlatimi, proksimal uzuv ektoderminde ve
en yiiksek olarakta AER’de goziikmektedir. AER, uzuvun proksimo-distal biiyiimesi ve
oOriintiisii yaninda uzvun antero-posterior ortintiisii ile iliskili polarizasyon aktivite alani

(ZPA, Zone of Polarizing Activity) ile de siki etkilesim icerisindedir. AER’de anlatim1
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yapilan Fgf4, pozitif geri besleme ile ZPA igerisindeki Shh anlatimim saglar'®'*°. Bu
yiizden AER’in yapisinda ya da korunmasindaki degisiklikler, ZPA’da Shh anlatim

gradiyentini bozarak, parmak sayisinin ve seklinin belirlenmesini etkiler.

Calisma kapsaminda incelenen MA134 ve MA136 ailelerinde ortak olarak
WNTI0B geninde proteinin islevini bozan iki farkli varyasyon tespit edilmistir.
WNTI10B geni daha once literatiirde hastalik ile iligkili oldugu ve her iki varyasyonun da
uzuv gelisimi sirasinda AER’de anlatimi olan Wntl0b sinyal proteininde yaratacagi
yapisal degisikler parmak olusumundaki gradiyentlerde bozukluklugu sebep olacagi

tahmin edildiginden dolay1 bu varyasyonlarin hastalik ile iliskili oldugu 6ne siirtilebilir.
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6.2. Aile MA135

Klinik tanist1 Bolim 4.1.1°de verilen MA135 ailesi i¢in gergeklestirilen tiim
incelemeler sonrasinda, daha dnceden SHFM ile iliskilendirilmis ya da novel, hastalifa

neden olabilecek herhangi bir gen ya da bolge tespit edilmemistir.

Aile agacindaki kalitim sekli dikkate alindiginda, OD kalitim bir modeli de bu
aile i¢in diisliniilmiistiir. Ancak baglanti analizleri sonucunda anlamli bir bolge elde
edilemedigi i¢in ekzom dizilemede elde edilen varyantlarin bir yerden sonra
filtrelenmesi miimkiin olmamistir. ED sonucu tespit edilen varyantlar i¢erisinde protein

lizerinde ya da diizenleyici etkiye sahip bir varyant SHFM ile iliskili olabilir.

SHFM’nin genetik heterojinetisi diislintildiigiinde SNP dizilime ve ED sonucu
tespit edilemeyecek, tekrar artis1 gibi genetik ya da epigenetik degisimlerde altta yatan

sebeplerden olabilir.

Asagidaki Tablo 6-2 ve Tablo 6-3” de listelenen varyantlarin ve listelenmeyen
kodlama yapmayan varyantlarin SHFM olusumundan sorumlu yolaklar iizerinde
diizenleyici etki ya da bu yolaklar icerisinde yer alan genlerin anlatimini etkileyen

motifler tlizerinde etki yaratabilir'?'.

Tablo 6-2: X3 bireyi ED verisinin filtrelenmesi sonucu elde edilen homozigot varyantlar.

20X’den diisiik okunan varyantlar ¢ikarilmistir.

Gen Sembolii Hgvsce Hgvsp Id
- XM _005264681.1:c.403_404dup XP_005264738.1:p.Argl36ProfsTer75 rs11407328
ALGI1L2 NM_001136152.1:c.469del NP_001129624.1:p.Leul 57TrpfsTer5 -
ZNF595 NM_182524.2:¢c.627C>A NP_872330.1:p.Tyr209Ter -
PCDHBY9 NM_019119.3:c.1143dup NP _061992.2:p.Phe3821lefsTerd17 -
PCDHBY NM _019119.4:c.1143dup NP_061992.3:p.Ter3821Ile -
UNC93A NM_018974.3:¢.625+1G>C - CS134281
FOXDA4L5 NM_001126334.1:c.1215del NP_001119806.1:p.Trp406GlyfsTer21 COSM1462695
OR11G2 NM_001005503.1:c.687dup NP_001005503.1:p.Gly230ArgfsTer74 rs55781225
MADCAM1 NM 130760.2:c.699 700insAAC NP_570116.2:p.Asp234AsnfsTer77 15758941486
ACCACCTCCCC
MADCAM1 NM 130760.2:c.700_701insGAG NP_570116.2:p.Asp234GlyfsTer64 15768810399
CCTCCCA

- XM_003960028.1:c.1629C>A XP_003960077.1:p.Cys543Ter rs782112565
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Tablo 6-3: X3 bireyi ED verisinin filtrelenmesi sonucu elde edilen novel heterozigot

varyantlar.

20X den diigiik okunan varyantlar ¢ikarilmistir.

Gen Sembolii

Hgvsc

Hgvsp

PDE4DIP
FIGN

RBM48
MUC3A
ORS8U1
BCL2L14
SKA3

GRIN2A

LOC388282

HPR
SREBF1

MAP2K3
MAP2K3
TPTE
ITSN1

ITSN1

XM _005272981.1:¢.2353C>T
XM_005246661.1:c.1075_1076insTTT
TTTTA

XM_005250636.1:¢.1051C>T

XM _001725354.6:¢.3319C>T
NM_001005204.1:¢.686_687del

XM _005253482.1:¢.1017_1018del
NM_145061.5:c.%-2_*-
1insAAGAAAACT
NM_001134407.2:¢.3321_3322insCG
GCG
NM_001278081.1:c.140_141insAGGT
GGGC

XM_005255924.1:¢.33_34del
NM_001005291.2:¢.2304+1_2304+2in
sGGGAGGGTGGGGGGATTGGGGG
TGGGGGGGTGGGGCTGGGGGGT
GGCAGGGGTGTGGGGTGGCGGG
GG

XM_005256720.1:c.140+2T>A

XM _005256720.1:¢.520C>T
NM._199261.2:¢.1521-1G>T
NM._003024.2:¢.4180 4181insTCGCC
GTATCATT

NM_003024.2:¢.4197 4204del

XP_005273038.1:p.Arg785Ter
XP_005246718.1:p.Tyr359PhefsTerd5

XP_005250693.1:p.Arg351Ter
XP_001725406.4:p.GIn1107Ter
NP_001005204.1:p.His229LeufsTer3
XP_005253539.1:p.Phe339LeufsTerl3

NP_001127879.1:p.Thr1108ArgfsTerl5

NP _001265010.1:p.Ter48 Ter50delinsGlyGlyLeu

XP_005255981.1:p.Tyr12HisfsTerl2

XP_005256777.1:p.GIn174Ter

NP_003015.2:p.Glu1394ValfsTer9

NP_003015.2:p.Asn1399LysfsTer30
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6.3. Aile MA154: 10q24

Klinik tanist1 Bolim 4.1.1°de verilen MA154 ailesi icin gergeklestirilen tiim
incelemeler  sonrasinda  daha  onceden SHFM3 ile iliskilendirilmig'**'*
10924(chr10:102.924.567-103.404.601) bolgesinde kazang CNV’si tespit edilmistir.
CNV’lerin tutuldugu Decipher veri tabaninda ise 10q24 bolgesinde patojenik olarak, 27
kazang CNV’si bildirilmistir (Sekil 6-5). CNV lokusunun kiigiiltiilmesi hedeflendiginde,
Decipher iizerinde baglangi¢ pozisyonu 103.098.408 olan 4 birey bulunmaktadir. Bitis
pozisyonu acgisindan Y3 bireyi daha Once bildirilen 103.366.970 pozisyonundan

46.328b¢ daha 6ndedir. Boylece bu calisma sonucu hastalikla iligski lokus 103.098.408-
103.320.642 pozisyonlar1 arasinda 222.234bg bir bolgeye indirgenir.

chrig (g24,2-g24.33) [ 1 E |
Ecale 2 M| | haig
chria: | 1e8,508,888) 161,060,088 181,500,800] 102, 000,008 162,566,008 103.608,800] 103,500,008 1e4, 000, 000] 164,508,008
Bildirilen 18924 kazan CHY 1er i
| ]
[ ]
[ ]
[ ]
. . 1
Decipher veri tabaninda —————
[ ]
bildirilen patojenik —
[ ]
1 - [ ]
10924 kazanc CNV'leri —
s —
I
I
]
[ ]
I
| ]
[ ]
I
I
I
[ ]
I
I
]
Tez kapsam hda MALS4 ailesinde tespit edilen kazan CHY
]
Y3 Ve Y5 Tez kapsam hda MALS4 ailesinde tespit edilen kazan CHY
I
Haplotdpes to GRCh37 Reference Sequence
Fatches to GRCh37 Reference Iequence
ICEC Gehes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAS & Comparative Genomics)
RISHCOCIL kY CHHML H EMTFDT i CFHML Il UE FRx2 HH TLEL | DFCO Cl@orfTE i HFKEZ | ARLS ) HTECE
RIHCOCIL kY CHHML HY coELs ERLIML f] MWMTSEH FAxE HH TLEL | HF2E | HFKEZ | SFEMz | HTSCZ Hh
RIHCOCIL kY CHHML HY coELs ERLIML ] zECS1E @ FAxE HY LE#1 | LOEL | MFEEZ | SFXENZ 0 HTSC2 Hh
RIHCOCIL kY CHHML Y CoELs § ERLIML fj SECIIE @ FAXE HY FLI41358| LOEL || MFKEZ] WEFIL pf] HMTSCE st
RISHCOCIL kY CHMML B cuT | CHUK | MDUFES| FAMLITEA | BTRC k- FiFa | LOEL | MFKEZ2 ] WEF 1L b BCa4a734{
REIHCOCIL g CHMML B cutc | cuFiaLl [l FAx2 HH AXT74T485 1 FoLL FFRRCL ] Fz0| MEF1L H|
LoEL4 B GOT1 CUTC m CHMF19L1 o FRx2 HH TRC p=pHl MFHS | FFRRCL | [=in] | CrFLTAL |
FrROAD2 n GoT1 ff AECC2 Il CWFiELL | FAAZ HH BTRC b=t FFRCL ] FSD  Cleorfsz|
FrROX02 [l U7 DHMEF | SMORA121 HIFLAN] FAM17SA | ETRC = FFRCLE  FEDf  Cleoresz|
FYROZD2 1 Da37a7aaa oHMEF | BLOCiSZR JEL136458 1 FoLL | MoLCt | F3D| AZIMT |
MIR1287 1 MkHE-3 | oHMEF [ EBLOCiS20 FrM17sA [l FOLL 1 MOLCL | ACTRLA Y AZIMT I
HPs1 | sLC25A2E | DMMER A =co | FrM17sA [l FOLL | MOLCL | ACTRLA B CHNME |
HFSL | SLCaSA2S | CHF19L1 o FAML7EA | FOLL | MOLCL | ACTRLA B CHHME
HFSL M sLCEsA2E | CHF19L1 [ SEMA4G 1 FOLL | HOLEL | SUFU 4 CHNME il
HFE1 |l SLCESAZS f BLoc1sE | SEMA4G | FoLL | ELOWLE | SUFU H-H
HFS1 | sLCasA2SE | BELOC1S2 N SEMA4G | FOLL | FITHS | SUFU R4
MIR46ES 1 EMTFDT HI FrD2L1 H SEMA4G | FOLL | GEF1 ] SUFU M
HFSEZ | L | OMHMEF-AZL »  PKD2L1 H MIRESS | FOLL | GEF1 f=fl TRIMS||
HFSEZ | L L LINCBAZES 1 MREFL43 | DFCO GEF1
HFZE2 | - LINCBazE63 1 MREFL43 | MIRE3158-11 GEF1
HFZE2 | ZECI1E i MEFL43 1 MIRE3158-21 BCBES543 | SUFL
reading frame 139 1 SECS1E MRFL43 | FEk4 H=H Hir_S&41
SEC31E fu MRFL43 | FGFs| FEHLLS |
SECEE | MREFL4S | FGFs | FEHLLE |
SECILE § MREFL43 | FGFs | FEHLLE |
SECILE § claorfa | FGF& | CUEDC2 |
SEC3LE f cleorfa | FGFS | CLUEDCE |
SECILE B Claorfa | MGEAS 1 MIR146E |
SEC31E M Cleorfa ) McERS I LOC188sas7el |
Cleorf2 MEEAS Il LOC18aSas7eln
LzT=2 | MGERS [l C1BorF95s |
LzTs2 | MGERS | AXT46750 |
LzTsa | MGERS | THEM1E8 |
LzTaz | IGEAS 1 THEM1Za |
LaT=20 LOC1882595891 THEM1E® |
FozO7 | KECMIFZ | THEM1EE |

Sekil 6-5: Decipher veri tabaninda bildirilen patojenik CNV’ler ile Y3 ve Y5 bireylerinde
tespit edilen CNV'lerin UCSC Genome Browser'da gosterimi
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10924 bolgesinde ncRNA, mirRNA genleride dahil olmak iizere 179-226 arasi

bulunmakta ve protein kodlayan ise 117 gen bilinmektedir (Tablo 6-4).

Tablo 6-4: 10q24 bolgesinde protein kodlayan genlerin sembolleri.

HGNC gen sembolleri

Ccoxis CCNJ SH3PXD2A4 CALAM?2 ANKRD?2 CALAM3
ABCC2 DNTT STNI ARL3 R3HCCIL CALHM]I
RRPI2 HPS1 SLF?2 ENTPDI HIFIAN PDZD7
MRPL43 DNMBP ELOVL3 CYPI741 NDUFBS8 SLITI
ALDHI18A41 ERLINI NKX2-3 INA BTRC CC2D2B
PSD PKD2L1 cuTC TAFS POLL BLOCI1S2
SLK TLX1 PYROXD2 PPRCI DPCD LCOR
WNT8B TWNK CNNM1 CNNM?2 HPS6 OPALIN
SEC31B LZTS2 TCTN3 PDCDI11 NOLCI ENTPD7
PAX2 SFXN3 AVPII MMS19 WBPIL 0GA
NT5C2 KAZALDI ARMH3 PI4K24 BORCS7 LDBI
TM9ISF3 FBXW4 KCNIP2 MARVELDI MORN4 Cl0orf62
NFKB2 FGF§8 GOTI ZFYVE27 TRIMS CHUK
CWFIILI NPM3 CPN1 GOLGA7B ZDHHCI6 ARHGAPI9
SEMA4G PITX3 C10orf95 SLC25A428 EXOSCI ASIMT
BLNK GBF1 SFRPS5 PIK34P1 PGAM1 RPELI
TLL2 FBXLI5 ACTRIA PCGF6 HPSE2 HOGAI
SORBS1 CUEDC2 MFSD134 SFXN2 ATP5MD
CRTACI SUFU LOXL4 FRATI ZNF5184
SCD NEURLI LBXI UBTDI FRAT?

Bu genler arasindan SHFM ile iliskili olabilecek ve fenotipe sebebiyet
verebilecek gen FBXW4 (DAC) genidir. Bu gen, WD-40 protein-protein baglanma
domaini ile spesifik hedef proteinlerini ubikitinasyon araciligi ile degredasyona gotiiren,
F-box/WD-40 gen ailesinin bir iiyesidir. Farede, FBXW4’e yiiksek benzerlik gosteren
homologu Dac, gelisen uzvun AER’inin korunmasindan rol aldigi ve fare geninde
bozukluklarin orta parmaklarin eksikligine ve metakarpal/metakarsal kemiklerin az

gelismesine ya da eksikligine sebep olmaktadir'>.
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Dac, uzuv gelisimi sirasinda dinamik bir sekilde diizenlenir. Ilk Dac mRNA’s1
embriyonun 11. giiniinde gelisen uzvun ii¢ farkli bolgesinde tespit edilebilir (Sekil 6-

6)126.

Sekil 6-6: Fare embriyosunun 11. giiniinde gelisen uzvunda Dac protein anlatimi.

1)Anterior bolgeden ortaya iceriye dogru uzanan anlatimi. 2) Posterior seritte anlatimi1 3) ZPA’nin proksimalinde

anlatimi.

6.4. Akis Hatt1 ve VCF Sonrasi Analizler Yazilimi

Bu iki yazilim genomik verinin islenmesinde ve yorumlanmasinda standartlarin
takibini ve analizlerde ihtiya¢ duyulan esnekligi saglayarak veri analizi agsamalarim
ulagilabilir hale getirir. Her iki deneme ¢alismasinda da, kendi orijinal ¢aligmalarinda
ulagilan sonuglara ulasilabildi. Ayn1 zamanda aile i¢i analizler ve farkli filtreleme

gereksinimleri de VCF sonrasi analizler yaziliminda karsilandi.
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Akis hattt yaziliminin temel fonksiyonu, diiz metin dosyasi olarak verilen
yapilandirmayr  okuyarak ¢alistirilacak  komutlarin  olusturulmasidir.  Komut
olusturmasinin yani sira bu komutlar1 ¢agirarak analizleri gerceklestirebilir. Herhangi
baska bir fonksiyonu olmamasi yazilimi kullanmay1 kolaylastirir. Degisik yazilimlari
karsilagtirirken tasarimlar1 g6z Oniine almmalidir'®. Tez kapsaminda gelistirilen akis
hatt1 yazilim1 digerleri ile karsilagtirildiginda, acik sentaksli, yapilandirma dosyasi ile

bigcimlendirilen ve CLI ile etkilesilen bir yazilimdir (Tablo 6-5).

Tablo 6-5: Komut satir arayiizlii diger akis hatti yazihmlari.

Sentaks Bi¢im Etkilesim Ornek
imah Diizenli CLI Snakeman, Nextflow
imah Sif CLI Luigi
Acik Diizenli CLI Ruffus, bpipe
Aqk Yapilandirma CLI Pegasus

VCF sonrasi analizler yaziliminin, VCF anotasyonu, filtrelenmesi ve aile ici
analizler olmak iizere {i¢ fonksiyonu bulunur. Bu fonksiyonlar kendi i¢lerinde, farkl
analiz ihtiyaclari karsilamak iizere kullaniciya esneklik taniyacak farkli analizler

gerceklestirebilir.
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6.5. Sonuc ve Oneriler

Bu calismanin kapsaminda incelenen dort SHFM ailesinin iigiinde altta yatan
genetik varyasyonlar belirlendi. Ug ailenin ikisinde WNTI0B geninde patojenik
varyasyonlar , birinde ise 1024 bolgesinde artis CNV’si tespit edildi. MA134 ailesinde
NM 003394.4:¢.994C>G:p.Arg332Gly, MA136 ailesinde
NM _003394.4:¢.343C>T:p.Argl 15Ter varyasyonu tespit edildi. MA154 ailesinde 10.
kromozomda 102.924.567-103.404.601 bolgeleri arasinda 480.034 bg’lik kazang
CNV’si tespit edilmigtir.

Hastalik ile iligkili herhangi bir gen ya da lokus tespit edilmeyen MA135 ailesi
icin ise genomdaki diizenleyeci bolgelerin, tekrar artiglarinin ya da transposon

hareketlerinin tespiti i¢in genom dizileme bir sonraki adim i¢in uygun olabilir.

Ek olarak NGS ve diger veri analizlerinde uygulamasi olan iki yazilim
gelistirildi. Bu yazilimlardan biri biyolojik verinin analizinde kullanilan akishatlarinin
yapilmasini saglamaktadir. Digeri ise NGS verisininden elde edilen varyant bilgisinin
nitelendirilmesini, filtrelenmesini ve aile i¢i analizlerinin gergeklestirilmesini

saglamaktadir.
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