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OZET

Sahin Y. Frontonasal displazi tip 3 ailelerinde malformasyondan sorumlu genin
arastirilmasi. Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Uzmanlik Tezi, Ankara
2014. Frontonazal displazi tip 3 (FND3, MIM 613456) ileri derecede mikroftalmi, iki tarafli
ylz vyariklari, yarik damak, hipertelorizim, burun kanatlarinin hipoplazisi ve genis burun
kokd bulgularinin yanisira kafada kemik defektleri ve kaudal eklenti bulgulari ile seyirli
otozomal resesif agir bir yiiz malformasyonudur. Kromozom 12q21 bélgesinde ALX1 genini
de kapsayacak sekilde mikrodelesyon ve ALX1 geninde nokta mutasyonunun benzer
fenotipleri olusturarak FND3 malformasyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu
calismada otozomal resesif genis bir Tirk FND3 ailesi yanisira, ailede tek hasta bireyin yer
aldigi Sri Lanka ve Misir aileleri ¢alisilmistir. Her Gg ailede de ALX1 geni kodlanan bdlgesinde
mutasyon tespit edilememistir. ALX1 geninde olasi delesyon ve duplikasyonlar quantitative
real time PCR (qPCR) and multiple ligation probe amplification (MLPA) analizleri kullanilarak
dislanmistir. 250K SNP ¢ip kullanilarak yapilan genotipleme ve homozigotluk haritalamasi
calisilan Gg ailenin ikisinde genomda tek homozigot bélgenin 12q21 bdlgesinde ALX1 genini
de kapsayan 7Mb’lik alanda oldugunu gdstermistir. Uglincii ailede FND3 malformasyonunda
genetik heterojeniteyi destekler sekilde 1221 boélgesi tamamen dislanmistir. Homozigotluk
haritalamasinin ALX1 bolgesini isaret etmesi lizerine ALX1 geninin kodlanmayan promoter
ve reglilator bolgeler gibi alanlarinda yer alan mutasyonlarin bu ailelerdeki FND3
malformasyonundan sorumlu olabilecegi diisiiniiimustir. Bu olasiligl test etmek icin intron
bolgeleri dahil olmak tizere ALX1 geni proksimal ve distal uglarinda yer alan yaklasik 22.000
baz cifti Sanger dizileme yontemi ile taranmis, hastaliktan sorumlu olabilecegi distnilen bir
varyant tespit edilememistir. Bunu takiben tim ekzom ve tim genom dizileme calismasi
tamamlanmis, tespit edilen varyantlarin filtreleme c¢alismasi sonucunda kritik bolgede 464
varyant tespit edilmistir. UCSC genom veri bankasi ara yizi kullanilarak bolgeye 6zgi
anotasyon c¢alismasi yapilmis, 27 kritik variant pozisyonunun transkripsiyon faktor
baglanma  bolgelerine  isabet  ettigi  gorulmdistir. Calisma  ALX1  geninin
kodlanmayan/regiilator bolgelerindeki heniiz saptanmamis mutasyonlarin otozomal resesif

FND3 malformasyonu etyolojisinde rol aldigini gosteren ilk calismadir.

Anahtar kelimeler: frontonazal displazi tip 3, ALX1, ileri nesil dizileme, homozigot
haritalama



Vi

ABSTRACT

Sahin Y. Investigation of the gene responsible at frontonasal dysplasia type 3 families.
Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics, Thesis,
Ankara, 2011. Frontonasal dysplasia type 3 (FND3, MIM 613456) is an autosomal recessive
severe facial malformation characterized by biletaral extreme microphthalmia, bilateral
oblique facial cleft, complete cleft palate, hypertelorism, wide nasal bridge with hypoplasia
of the ala nasi, large cranial bone defect s associated with caudal appendage. Both a
microdeletion on chromosome 12q21 region containing ALX1 and a point mutation in the
ALX1 produce similar phenotype. In this study, a large autosomal recessive Turkish FND3
family and two additional singleton families from Sri Lanka and Egypt were studied. DNA
sequencing analysis of ALX1 coding region failed to identify additional mutations in these
three families. Putative deletions or duplications within ALX1 gene were excluded using
both quantitative real time PCR (qPCR) and multiple ligation probe amplification (MLPA)
analyses. 250K SNP chip genotyping followed by homozygosity mapping revealed a single
7Mb homozygote region on chromosome 12g21 harboring ALX1 in two out of three
families. The 12921 region was excluded in the third family providing evidence for genetic
heterogeneity of FND3 malformation. ldentification of homozygosity to ALX1 region
suggested that ALX1 mutations might be located at non-coding segments such as promoter
or other regulatory elements at least in some families. In order to explore this possibility
approximately 22.000 base pairs from both proximal and distal parts of the ALX1 as well as
intronic regions were screened by Sanger sequencing. No causative variant was identified.
Whole exome (WES) and Whole genome (WGS) sequencing followed by variant filtration
analysis identified a total of 464 variants in the critical region. Region—based regulatory
annotation using intuitive interface of UCSC genome browser revealed a total of 27 critical
variants residing on putative transcription factor binding sites. This study clearly showed
that as yet unidentified mutations lying in the non-coding/regulatory regions of ALX1 gene

contribute autosomal recessive FND3 malformation in some families.

Keywords: frontonasal dysplasia type 3, ALX1, next generation sequencing, homozygosity
mapping
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1.GiRIiS

insan yiiz malformasyonlarinin siniflandirilmasi olduk¢a karmasik bir
yapiya sahiptir. Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veri tabaninda orta
hat yiiz yariklari ile ilgili pek cok farkli antite tanimlanmigtir. Bunlar arasinda
orta hat yiiz yariklari (median cleft) olarak da adlandirilan frontonazal displazi
(FND; OMIM 136760), fasial tomurcuklarin gelisiminde ve fiizyonunda meydana
gelen anormallikler sonucunda olusan genetik olarak heterojen bir
malformasyon spektrumudur. Hipertelorizm, genis burun kokd, tist dudak/damak
ve burnu etkileyen orta hat yiiz yarigi, burun yapisinin olusum bozuklugu, 6n
beyin keselesmesi ve V-seklinde frontal sac cizgisi klinik bulgularindan iki veya
daha fazlasinin bulunmasi ile klinik tani konulmaktadir (1, 2).

Frontonazal displaziler codunlukla sporadik olarak ortaya cikmakla
birlikte otozomal dominant (OD), otozomal resesif (OR) veya X'e bagli kalitilan
formlari da bildirilmistir. Cesitli cevresel etkilenmelerin orta hat ytiiz yariklarina
neden olabilecegi de siklikla tartisitmaktadir (3). Son yillarda 6zellikle otozomal
resesif frontonazal displazilerde ‘aristaless like homeobox (ALX)' gen ailesini
olusturan genlerdeki mutasyonlarin ciddi FND fenotiplerine yol actidi
gosterilmistir (4, 5, 6).

ALX gen ailesi ALXI (Cartl), ALX3, ALX4 olmak lizere toplam lic liyeye
sahiptir (7). Tim ALX genleri birer transkripsiyon faktorleridirler ve erken
embriyonik gelisim esnasinda kritik genleri hedeflemektedirler. ALX genleri bas
ve yiz bélgesinin normal gelisimi icin gereklidir 6zellikle burun yapisinin
olusumunda cok 6nemli gérev ustlenmektedir fakat ALX4 geni dzellikle sac ve
genital gelisimde de dnemlidir (6).

Frontonazal displazi tip 1 (FND1; OMIM 137600) hafif yiiz bulgularinin
gozlendigi ALX iliskili frontonazal displazi spektrumu icindedir ve ALX3 gen
mutasyonlari ile iliskilendirilmistir (5). Frontonazal displazi tip 2 (FND2; OMIM
613451) kranial bulgulara ek olarak genital bulgularin, deri ve sac bulgularinin
gozlendigi ALX4 genindeki mutasyonlarla iliskilendirilmistir (6). Frontonazal



displazi tip 3 (FND3; OMIM 613456) ALX1 iliskili frontonazal displazi olarak
adlandirilmaktadir ve ALXI genindeki cesitli mutasyonlar sonucu meydana
geldigi bildirilmistir (4). ALX1 iliskili FND fenotipi en agir yiiz malformasyonlarina
yol acan gruptur ve bilateral anoftalmi yanisira ciddi orta hat yiiz yariklari ile
karakterlidir. Laboratuvarimizda benzer fenotipli cok sayida vakada ALXI geni
dizilenmis herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Su ana kadar baska bir gurup
tarafindan da ALXI geninde yeni bir mutasyon vakasi bildirilmemistir. Bu durum
bu malformasyona yol acan baska genlerin bulundugunu distndiirmektedir.

Bu tezin amaci, agir yiz maformasyonlarinin genetik alt yapisinin
aydinlatitmasina katkida bulunabilmek icin frontonazal displazi tip 3 ile uyumlu
klinige sahip otozomal resesif kalitim kalibina uygunluk gésteren ailelerde
sorumlu genetik etiyolojinin arastirilmasi ve genotip-fenotip iliskisinin
kurulmasidir. Calismada ALXI geninde sanger DNA dizi analizi ile mutasyon
saptanamayan ailelerde genom boyu DNA cip analizi, homozigotluk haritalamasi,
bélgeye 6zgi aday gen yaklasimi, tim genom ekzom analizi ve tiim genom dizi
analizi kullanilarak fenotipe neden olan genetik degisiklik bulunmaya

calisitmistir.



2.GENEL BiLGILER
2.1Yiiz gelisimi

Yiiz gelisimi embriyolojik yasamin 4. ve 5. haftalarinda baslayan kompleks
stirecleri icermektedir (8, 9). Yiiz gelisimi ve yiizdeki organlarin farklLilasmasi ileri
diizeyde programlanmis bir siirectir. Bu siirecte cesitli genler, gen drini
transkripsiyon faktorleri ve sinyal molekiilleri rol oynamaktadir.

Uciincii haftanin basinda ektoderm germ yaprag sefalik (kranial) bélgede
genis, kaudalde daha dar yassi bir disk seklindedir. Notokord gelisirken,
iistiindeki ektodermi indiikler. indiiklenen bélgedeki hiicrelerin boylari uzar.
Boylari uzamis olan hiicrelerin olusturdugu kalinlasmis yapiya néral plak adi
verilir. Noral plak ektodermine néroektoderm denir. 3. haftanin sonlarina dogru
noral plagin lateral kenarlari daha fazla biyiyip yiikselerek noral katlantilari
(neural fold) olusturur. Néral katlantilar daha sonra birbirlerine dogru
yaklasarak orta hatta birbirleri ile kaynasir, kranial ve kaudal yonlerde devam
ederek noral tiipl olusturur. Noral tiipden santral sinir sistemi gelisir.

Noral tiip baglangicta anterior néropor adi verilen aciklik aracilig ile
kranial uctan ve posterior néropor adi verilen aciklikla da kaudal uctan amnion
boslugu ile iliskidedir. Anterior néropor 25. giinde, posterior néropor 27. giinde
kapanir. Noroporlarin kapanmasi ile néral tip kapali bir tiip halini alir ve
norulasyon tamamlanmis olur.

Her iki tarafdaki néral katlantilar birbirlerine dogru biydyip kaynasirken
her bir néral katlantinin en dis sinirinda yer alan hiicrelere néral krest hiicreleri
(neural crest cell) denir. Bu hiicreler epitel 6zelliklerini kaybederek, mezenkimal
hiicrelere donisir. Noral krest hiicreleri, néroektodermi terkederek alttaki
mezodermin icine goc eder ve yiiz ile agiz boslugunun sekillenmesine katkida
bulunurlar.



Noral krest hiicrelerinin cogalmasi ve gociyle birlikte yliz tomurcuklari
meydana gelir. Yiiz tomurcuklarinin gelisiminde epitel mezenkim etkilesimi cok
onemlidir  (10). Bu etkilesimin bozuldugu durumlarda frontonazal
malformasyonlar ve fasial yariklanmalar goriilebilmektedir (6). Yiiz
tomurcuklary; st cene gelisiminin kaynak aldigi frontonazal tomurcuk, lateral
nazal ve maksiller tomurcuk ve alt cene gelisiminin kaynak aldigi mandibular
tomurcuktur. Gelisim sirasinda bu tomurcuklarin programl sekilde gelisimi ve
birlesimi yiiz anatomisini meydana getirecektir (11) (Tablo 2.1.).

Frontonazal tomurcuk Alin, Burun Koku
Lateral nazal tomurcuklar (2 adet) Ala nasi
Medial nazal tomurcuklar (2 adet) Nazal septum intermaksiller segment

(filtrum ve (ist cene premaksiller bdlge)
Maksiller tomurcuk Ust dudak yanak
Mandibular tomurcuk Alt cene ve alt dudak

Embriyolojik yasamin 3.haftasinda 6n néropor kapandiktan sonra 6n beyin
genisler ve frontonazal tomurcuk olusur (Sekil 2.1.). Dérdiincii haftanin
baslarinda frontonazal tomurcuk ve beyin biytidiikce ektoderm ile kapli
stomodeum adi verilen bir katlanti meydana gelir. Stomodeum ektodermi
orofaringeal membrani sekillendirmek icin gelisen foregut endodermine yaklasir.
Besinci haftada, orofaringeal membran yariklanir dolayisiyla foregut dis ortam
ile etkilesebilir hale gelir (Sekil 2.2.). Ayni zamanda 1. brankiyal ark mezenkimal
gelisimi 1. maksiller ve mandibular tomurcuklari olusturur. Mandibular

tomurcuklar yiziin ortasina dogru hizlica genisler, birlesir ve ceneyi olusturur.



Tablo 2.1. Gelisim haftalalarina gore insan yiiz gelisim tablosu (12)

Hafta

Aciklama

3.hafta sonu
4.hafta basi

On néropor kapanmasi
Orofaringeal membranin ortaya cikisi

4.hafta basi

Frontonazal tomurcugun belirmesi
Stomodeum meydana gelmesi

4.hafta sonu

Orofaringeal membranin yariklanmasi
Nazal plakodlarin belirmesi

5.hafta basi

Lateral nazal tomurcuk ve medial nazal tomurcugun belirmesi
Mandibular tomurcugun orta hatta bulusmasi

5.hafta sonu

Nazal kese sekillenmesi; nazal ve maksiller tomurcuk ile birlesmesi
Primitif oral ve nazal kavitenin ayrilmasi
Meckel kikirdak formasyonunun olusmasi

6.hafta basi

Oronazal membran sekillenmesi ve posterior coana'dan ayrilmasi
Medial nazal tomurcugun primitif nazal septumu ve primer damagi
sekillendirmesi

6.hafta sonu

Lateral palatin tomurcugun gelisimi

Nazooptik cizginin ve nazolakrimal kanalin geligimi
Dis kulak gelisimi

Dudaklar ve dig koklerinin ayrilmasi

Goz kapaklarinin sekillenmeye baslamasi

7.hafta basi

Filtrum ve Gst dudak gelisiminin tamamlanmasi
Nazal septum gelisiminin devam etmesi

7.hafta sonu

Dis kulak gelisimi tamamlanmasi

Nazal kikirdak gelisimi

Damagin yiikselmesi ve birlesimi

Gozlerin daha cok orta hatta yaklasmasi

Maksiller ve mandibular tomurcuklarin birlesmesi ile agiz
boslugunun daralmasi

8.hafta Lateral nazal duvar gelisiminin tamamlanmasi
Yiiz kaslarinin belirmesi
9-10.hafta Nazal septumun damak ile birlesiminin baslamasi




On Néropor Frontonasa
Cikinti

Maksiller Cikinti

Kardiyak Cikinti

A B

Sekil 2.1. (A) 3.hafta on néropor ve maksiller tomurcugun ventral gorinimii
(B) 4.hafta sonu o6n noroporun kapanmasi ve frontonazal
tomurcugun olusumu. American Journal of Neuroradiology 2013 (12): 2233-2240'den

uyarlanmistir (12).

Frontonasal
Cikinti

Stomodeum ve
Orofaringeal
Membran
Mandibular
Cikinti

Lens Plakodu

Maksiller Cikinti
Otik Plakodu

Sekil 2.2. (A) 4. hafta frontonazal, mandibular ve maksiller

tomurcuklar ile cevrelenmis stomodeum ve orofaringeal membran.

(B) 5.haftada orofaringeal membranin c¢okmesi American
Journal of Neuroradiology 2013 (12): 2233-2240'den uyarlanmistir (12).



2.1.1 Orta Yiiz Geligimi

Besinci haftada nazal kesecikler gelisirken maksiller tomurcuk orta hatta
dogru ilerler. Ayni zamanda medial nazal tomurcuklarin genislemesi her iki
nazal kese acikliklarinin yariklanmasina neden olur. Altinci haftada her iki
medial nazal tomurcuklarin orta kismi, nazal keseciklerin altina ve yanina
yerlesir.

Orta yiiz gelisiminin en 6nemli agamas! burun geligsimidir. Burun gelisimi
frontonazal, medial nazal ve lateral nazal tomurcuklarin orta hatta birlesmeleri
sonucu olusur. Medial nazal cikinti burun yanisira filtrum, premaksiller bélge ve
primer damagin olusumuna da katki yapmaktadir (Sekil 2.3). Altinci haftada
orofaringeal membranin yariklanmasiyla nazal kesecikler burnu olusturacak
nazal kavitelere donusir. Yedinci haftanin baslarinda nazal keseciklerin 6n kismi,
primer damak ve orta palatal tomurcuk birleserek agiz boslugunun st kismini
yapar. Sekizinci haftada primer koana ve primer nazal kavite arkaya dogru
genisler ve koana yapisi olusur. Daha sonra nazal septum primer koana
dokusundan meydan gelir (13).

On yiizde, primer nazal kaviteler ile a§iz boslugu primer lateral palatal
tomurcuklar tarafindan ayrilir. Bu cikintilar arka yonde agiz bosluguna dogru
genislemesiyle palatal raflar meydana gelir.

Sekizinci hafta sonunda dil alcalirken palatal raflar dilin lzerine dogru
uyum gostererek yerlesir. Daha sonra palatal raflar yiikselmeye baslar ve
birbirlerine dogru blyiir ve orta hatta birbirlerine ve nazal septuma temas
ederler.

En sonunda, 9. haftada, palatal raflar ve nazal septum birlesir. Bylece
adiz boslugu ile nazal kavite birbirinden ayrilmis olur ve nazal septum ile
sekonder damak meydana gelmis olur (13).
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Sekil 2.3. Yiiz ve damak gelisimi. Frontonazal tomurcuk burun kékiini
olustururken burun ucu, filtrum ve primer damak (premaksilla) medial nazal
tomurcuk tarafindan olusturulmaktadir. Burun kanatlari lateral nazal
tomurcuklar tarafindan meydana getirilir. The American Journal of Human Genetics
2010 (5):789-976'den alinmstir (4).

2.1.2 Yiiz Gelisiminden Sorumlu Molekiiler Mekanizmalar
Yiiz gelisimi, noral krest ve prekordal mezenkimal hiicrelerinin olusumu,
gociini ve epitel mezenkim etkilesimini iceren cok basamakli bir siirectir. Bu

surec spesifik genler ve o genlerin tirtinleri tarafindan kontrol edilmektedir.

Santral sinir sistemi, noral krest ve néral plate 6n kenarindan gelisen
plakodlar ortak 6ncii bir yapiya sahiptirler. Néral krest ve iliskili gen drtinleri
normal bir kraniofasial geligim icin gereklidir. Bu nedenle néral krest hiicre géc
ve organizasyon bozukluklari fasial anomalilere de neden olmaktadir.

Erken gastrulasyon esnasinda salgilanan pek cok noral ve noral yolak disi
sinyal molekilii plakodlarin farklilasmasini saglar. Plakod formasyonunda
ozellikle Six ve Eya niikleer faktor ailesi nemli rol oynar. Ornegin Pax6, Six3 ve
Otx2 on plakod hiicrelerinde eksprese olurken, /rx1/2/3 ve Gbx2 arka plakod
hiicrelerinde ifade olur. Pax6, Six3 ve Otx2 genlerindeki mutasyonlar 6zellikle
goz gelisim anomalilerine yol acmaktadir (14-16). Iraquase (Irx) homeodomain

protein ailesinin bir tiyesi /rx5'1n hipertelorizim ve tipik yiliz goriiniimii ile seyirli



gelisim anomalisine yol actigi da gdsterilmistir (17).

Kraniyofasial gelisimde gorev alan tomurcuklar, ektoderm tabakasi ile
kapl mezenkim kaynakli farklilasmamisg noral krest icermektedir. Bunlarin
gelisiminin kontroliinde epitel mezenkim etkilesimleri cok 6nemli olmaktadir.
Yiz gelisimi, hiicre cogalmasi ve farklilagsmasi biiylime faktorleri ve sinyal
molekiilleri tarafindan diizenlenir. Su ana kadar yiiz gelisiminde 6nemli rol aldig
gosterilen faktorler; fibroblast biiyiime faktord (fgf), transforming biiyiime
faktori-p (tgf-p), kemik morfojenik proteinler (bmp), sonic hedgehog (shh), Wnt
ve endotelin-1 (ET-1) seklindedir (18). Ayni zamanda bu siirece homeobox iceren
genler, platelet kaynakli biiyiime faktori (pdgf) ve jagged 1 ve 2 katkida
bulunmaktadir. Bu faktdérlerin ve sinyal molekiillerinin bozukluklarindan
kaynaklanan yiiz anormallikleri ile klinige yansiyan cesitli hastaliklar ve genetik
sendromlar da tanimlanmistir (Tablo 2.2). Bu genlerden tez konusu ile ilgili olan
homeobox genleri yapi ve fonksiyonlari hakkinda detayli bilgi boliim 2.1.3'de

sunulmustur.

Tablo 2.2. Yiiz gelisiminde gorev alan faktorler ve iliskili ytiz gelisim
malformasyonlari (19)

Faktor Iliskili anomaliler ve sendromlar

fgf Yiiz gelisiminde, fasial cikintilarin gelisimini ve néral krestin goclini
kontrol eder.

Akondroplazi, Crouzon Sendromu, Apert Sendromu, Kictik yiiz ve
kiiciik kafatasi, Kallmann Sendromu

tgf Lateral palatal cikintilarin flizyonu icin gereklidir.
Eksikliginde maksillar ve mandibular gelisim defektleri g6zlenir.
bmp Eksikligi frontal ve nazal kemiklerin kisa olmasina neden olur.

Kisa boy, kulak anomalileri, odontogenik problemler, néral tiip
kapanma defektleri, kesici dig eksikLigi

Shh Holoprosensefali, hipotelorizm, genis alin kéki, frontonazal displazi,
Protein Gorlin sendromu, Grieg sefalopolidaktili, Smith-Lemli-Opitz sendromu
Wnts Dis eksikligi, Cene anomalileri

ET-1 Maksilla defekti, yarik damak, Orta ve dis kulak anomalileri,

22ql11.2 delesyon sendromu

Jagged 1-2 | Alagille sendromu, palatal raflarin yikselme ve flizyon kusuru

pdgf Bazi yiiz kemik anomalileri

Homeobox | Yarik damak, kisa mandibula ve maxilla, molar dis eksikligi,
genleri frontonazal displazi
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2.1.3 Homeobox Genleri

Homeobox genleri anatomik gelisim (morfogenezis) diizenlenmesinde
gorev alan biiyik bir gen ailesidir. Bu genler homeobox adi verilen ortak bir DNA
dizisine sahiptirler ve DNA zerinde heliks-kivrim-heliks yapisini taniyip
baglanabilen homeodomain adi verilen protein kodlamaktadirlar (20) (Sekil 2.4).
Homeobox genleri sekans spesifik DNA lzerine baglanan ve diger genlerin
ifadesini diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir. Homeobox dizisi
yaklasik 180 niikleotid uzunlugundadir ve 60 amino asitlik homeodomain protein
kodlamaktadir (21). Homeodomain protein hedef DNA iizerinde 6zgiil dizinin
taninmasini ve baglanmasini sadlayan tiirler arasi oldukca korunmus (c alfa
heliks yapisi icermektedir (22). Giiniimiize kadar insanda yaklasik 330 adet
homeobox geni tanimlanmistir (23).

Homeobox gen ailesi en biiyiik grubu Antennapedia (ANTP) ve Paired
domain (PRD) gen aileleri olmak lizere toplam 11 sinifa ayrilmistir. Bunlar; ANTP,
PRD, TALE, POU, CERS, PROS, ZF, LIM, HNF, CUT ve SINE gen aileleridir (21).
insanda tanimlanan pek cok homeobox geni Drosophila genomunda tanimlanan
homeobox genleri ile benzerdir (24). Yapilan knockout calismalar homeobox
genlerinin bir kisminin yiiz gelisiminde gérev aldigini géstermistir. Ornegin Hoxa-
2 noral krest ve eklerinde eksprese olurken, diger Hox sinifi genler kraniofasial
gelisimde rol alir (25).

Fasial promordia gelisiminde gorev aldidi gosterilen diger homeobox
genleri de su sekilde siralanmaktadir: Msx-1, -2, MHox, DIx-1-6, Barx-1, -2, Otx-2,
GH6, Gsc-1, Plx-1, Reig, Pax-3, -6, -7, Alx-1,3,4 (26-29).
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Homebox (180bp)
K_H
||
DNA
~
Transkripsiyon
Aktivator
Domaini
Homeodomain
\
TS~ DNA

Sekil  2.4. Homeobox geni ve homeodomain proteini
(http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BI0L2060-23/23_28.jpg

alinmistir.)

Paired Related Genler (PRD)

Alx genlerinin de bir iyesi oldugu Paired box ailesi tanimlanan ikinci en
biyliik homeobox gen ailesidir. Bu gen ailesi ismini Drosophila bulunan Paired
geninden almaktadir. PRD sinifi homeobox genleri PAX ve PAXL genleri olmak
tizere iki alt sinifa ayrilmaktadir (21). Bu proteinler 60 amino asit'lik korunmus
homeodomain (DNA'ya baglanan domain) yapisi acisindan diger homeobox
proteinlerine benzerlik gdsterirler (27). PAX genleri homeodomain'e ilave olarak
paired-box motif adi verilen ve proteinin C-terminalinde yer alan 128 amino
asitlik PRD domaini icermektedir (30).

PRD sinifi homeobox genleri asagida siralanmistir. Parantezlerin icindeki
sayilar o gen ailesinde kac liyenin bulundugunu goéstermektedir: Alx(3), Argfx(3),
Arx(1), Dmbx(1), Dprx(8), Drgx(1), Dux(36), Esx(1), Gsc(2), Hesx(1), Hopx(1), Isx(1),
Leutx(1), Mix(1), Nobox(1), Otp(l), Otx(4), Pax2/5/8(3), Pax3/7(2), Pax4/6(2),
Phox(2), Pitx(3), Prop(l), Prrx(2), Rax(2), Rhox(3), Sebox(1), Shox(2), Tprx(5),
Uncx(1), Vsx(2).
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Yiiz gelisimi esnasinda bu genlerin pek cok goérevleri bulunmaktadir.
Bunlardan Pax-6 geni kraniofasial ve noral krest gelisimi ile iliskiliyken, Pax-3
néral krest hiicrelerinin gdéciinden sorumludur (31). Alx genlerinin her (¢
tyesinin (Alx1, 3, 4) de kraniyal ve yiiz gelisimine katildigi da gerek insan gerekse
diger tiirlerde (fare ve zebra baligi) gdsterilmistir (32-34).

2.2. Frontonazal Displazi

Frontonazal displazi (FND [MIM 136760]), bas ve yiiz bolgesiyle sinirli olan,
hipertelorizm, burun koki genisligi, Gst dudak/burun ve damag icine alan orta
hat yiz yarigi, tek veya iki tarafli ala nasi yariklanmasi, burun yapisinin
olusamamasi, gizli 6n beyin keselesmesi ve V seklinde 6n sac cizgisi klinik
bulgularindan iki tanesini icermesiyle tanimlanir (2). Yiiz gelisimi sirasinda
tomurcuklarin birlesiminde meydana gelen bir orta hat defekti oldugu icin bu
malformasyona “orta hat yiiz yariklanmasi (median cleft)" da denir FND yiiz
bulgulari hipertelorizm'den cok adir orta hat yiiz yariklarina kadar varan genis
bir klinik spektrumda karsimiza cikmaktadir. Ayrica FND'de ek organ veya sistem
tutulumu da g6zlenmektedir. Ek organ veya sistemi iceren klinik bulgular hem
FND diger hastaliklar ile olan ayirici tanisinda hem de kendi icindeki alt tiplerinin
ayriminda kullanilmaktadir. Belirgin bir siniflandirma sistemi bulunmamaktadir.
Literatiirde FND grubuna giren pek cok farkli sendrom bulunmaktadir. Tablo
2.3.'de bu ortiisen fenotipler, kalitim kaliplari ve malformasyondan sorumlu

genler 6zetlenmistir.



Tablo 2.3. FND ile ayirici taniya giren malformasyonlar
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Tablo 2.3. (Devam) FND ile ayirici taniya giren malformasyonlar
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2.2.1.Frontonazal Displazilerde Etiyoloji

Frontonazal displazilerin etiyolojik sebebi tam olarak aydinlatilamamistir.
Vakalar sporadik olarak gézlenmekle beraber cesitli cevresel faktorlerle ve
genetik nedenlerle meydana gelmektedir.

Frontonazal displaziler genetik ve fenotipik olarak heterojen bir
durumdur. Su ana kadar FND spektrumuna giren 6 farkli malformasyonda
nitelikten sorumlu genetik etyoloji saptanmistir (Tablo 2.3.). Bu genlerden EFNBI
X'e bagli kalitim gosterirken ALX gen ailesinin Uc lyesi (ALX1, ALX3, ALX4), ve
IRX5 gen mutasyonlari otozomal resesif frontonazal displazi fenotiplerine yol
acmaktadir. ZSWIM6 genindeki mutasyon ise ekstremite malformasyonlarinin
eslik ettigi ve otozomal dominant olarak kalitilan akromelik frontonazal
disostozis fenotipine yol acar (35).

Bu genlerden EFNBI, noranal, epitel ve vaskiiler gelisim esnasinda hiicre
gocii ve adhezyonundan sorumlu transmembran yapida tirozin kinaz reseptor
ligandi kodlamaktadir (36). ZSWIM6 ise retina, arka ve 6n beyinde eksprese
olmaktadir ve Hedgehog sinyal yolaginda gorevli alir (35).

2.2.2. Frontonazal Displazilere Klinik Yaklasim ve Ayirici Tani

Hastalarin degerlendirilmesinde ilk basamak fizik muayenedir. Vakalarin
bir kismi kalitsal oldugu icin sistematik pedigri analizi uygulanmalidir.
Frontonazal displazi acisindan dikkat edilecek 6zellikler; hipertelorizm, ciddi yiiz
yariklari, g6z ve damak gelisimde eksiklik olmasidir. Frontonazal displazilerde
her ne kadar klinik bulgular bas ve yiiz bolgesiyle sinirli olsada ek organ veya
sistem tutulumu hem ayirici tanida hemde FND alt tiplerinin belirlenmesinde
faydali olmaktadir.

Klinik 6rtiisme go6steren fenotipler icin su ana kadar bu spektruma yol
actidi bilinen genlerde DNA dizi analizi ile mutasyon taramasi uygulanabilir.
Kromozom kopya sayisi degisiklikleri de (6zellikle ALXI bdlgesini kapsayan 12q21
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bélgesinde kromozom delesyonlari) gésterildigi icin MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) yontemi ile ALX genlerinde kopya sayisi
degisikligi olup olmadidi arastirilmalidir. ALX gen ailesinin her Uc Gyesi icin de
MLPA kiti mevcuttur (SALSA MLPA P080 Craniofacial probemix, MRC, Holand).

2.2.3. ALX Gen Ailesi ve Frontonazaldisplaziler

ALX genlerinin isimlendirilmesi Drosophila tiiriine ait bir homeobox geni
olan, aristaless uizerinden yapilmistir (37). Aristaless like homeobox (ALX) gen
ailesi, paired tipi homeodomain ve OAR veya aristaless domain olarak da bilinen
korunmus C-terminal bir bélge ile karakterize paired sinifi (PRD) homeobox
genlerine dahildir (7). ALX gen ailesinin sahip oldugu homeodomain oldukca
korunmus heliks-kivrim-heliks motif yapisinda DNA iizerine baglanan 6zel bir
dizi domaini kodlamaktadir (38). Bu domain embriyo gelisiminde cok kritik
gorevler (stlenmektedir (25). OAR domainin ne etki yaptigi tam olarak
bilinmemekle birlikte farkli Alx genlerinde gen ekspresyonunda diizenleyici etki
yapan molekiil ici kontrol mekanizmasi oldugu yéniinde kanitlar vardir (39).

Omurgalilarda Alx gen ailesinin AlxI (Cartl), Alx3 ve Alx4 olmak lizere lic
tyesi bulunmaktadir. Simdiye kadar Alx2 omurgalilarda tanimlanmamistir (32).
Biitiin Alx genleri yapisal olarak 4 exon iceren genlerdir ve farkli kromozomlarda
yerlesim gésterirler. ALXI geni kromozom 12g21 bélgesine yerlesik olup koda
doniisen bélgesi 1445 baz cifti uzunlugundadir (ENST00000316824) ve 326 amino
asit kodlar. insanlarda ALX3 ve ALX4 genleri sirasiyla kromozom 1pl3 ve
kromozom 11p11 bélgelerinde yerlesik durumdadir.

ALX genleri ile iliskilendiren fenotiplerin tamami otozomal resesif nitelik
gosteren malformasyonlardir. ALX4 gen mutasyonlarinda heterozigot
degisikliklerin parietal foramina (40) ve hafif siddette frontonazal displazi (41)
yaptidi da gosterilmisse de ALX1 ile iliskili olan fenotiplerde su ana kadar sadece
homozigot mutasyonlar hastalikla iliskilendirilmistir (4). ALX-iligkili fenotiplerin
klinik 6zellikleri Sekil 2.5.'de tanimlanmistir. Tez konusu olan ALXI ile iligkili
olan fenotip (FND3, MIM 613456) bu spektrumda en agir klinigin goézlendigi yiiz

gelisim anomalisidir.
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2.2.4. ileri Diizey Genetik Analiz Yontemleri

insan Biyolojisi alaninda ve teknolojide yasanan bas déndiiriicii gelismeler
cok yakin bir zamanda genomun tamaminin analiz edilmesine imkan saglamistir.
Artik genomun sadece belirli bir bolgesinden diistik coziinlrliikte veri elde etmek
yerine genomun tamamindan cok yiiksek céziinlrliikte veri elde edilmektedir.
ileri genom teknolojileri genom boyu tek niikleotit polimorfizim (single
nucleotide polimorphism; SNP) ciplerinin gelistirmesinden genom boyu tiim
genlerin dizilenmesine (ekzom analizi, whole exome sequencing, WES) ya da tiim
genomun dizilenmesine (whole genome sequencing, WGS) olanak saglamaktadir.
Bu durum ozellikle hastalik genlerinin saptanmasinda devrim niteliginde
gelismelere neden olmus hastaliklara neden olan cok sayida gen bu yontemlerin
ic ice kullanilmasiyla hizla saptanir hale gelmistir.

Tez iceriginde de bu yontemlerin tamami kullanildidi icin genom boyu SNP
cip analizi ile genotipleme, homozigotluk haritalamasi, genom boyu dizileme
yontemleri hakkinda boliim icinde genel bilgi verilmigtir.

2.2.4.1. Tek niikleotit polimorfizim (SNP) Cip Mikrodizin Analizi ile genotipleme

Genomdaki tek niikleotit polimorfizimlerinin (SNP) analiz edilmesi amaci
ile kullanilir. SNP microarray temel olarak, genomun enzimle kesilmesi, kesilen
uclara adaptérlerin baglanmasi, adaptore 0Ozgi primer ile tiim genomun
amplifikasyonu, genomun 50-100 baz ciftlik parcalara ayrilmasi
(fragmantasyonu), floresan isaretleme, cam yiizey (cip) ilizerinde hibridizasyonu,
ve bir tarayici yardimiyla ciplerin okunup program yardimiyla elde edilen ham
verinin genotiplendirmeye cevrilmesine dayanir. Bu analiz sonucunda her bir
bireye 6zgii ilgili tek niikleotit degisikligi icin (6rnedin Adenin bazinin Guanin
bazina degismesi gibi; A>G degisikligi ) tic farkli genotip (AA, AG veya GG) elde
edilebilir. iki alellli bu sistemde toplumda yaygin olan alel (A) nadir olan ise (B)
olacak sekide ilgili degisiklikler AA, BB ve AB seklinde ifade edilir. Farkli sayida
(10.000-2.700.000) SNP degisikligi iceren cipler vardir. Tespit edilen bu genotipler
daha sonra uygulanacak analize gére genom boyu baglanti (lLinkage), genom
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boyu iliski (association) ya da baglanti analizinin 6zel bir alt tiirii olan
homozigotluk analizi uygulamasi icin kullanilabilir. Farkli kalitim kalibi
varsayimlari altinda haplotip analizi uygulanabilir.

Tez iceriginde homozigotluk analizi kullanildidi icin bu yontem hakkinda
detayli bilgi b6liim 2.4.2'de sunulmustur.

2.2.4.2. Homozigotluk Analizi

Otozomal resesif hastaliklara 6zgii olarak genomda paylasilan bdlgelerin
ortaya konmasina yonelik bir gen haritalama yontemidir (42). Akraba evliligi
yapmis bir ebeveynin cocuklarinda hem anneden hem de babadan kalitilan ortak
alelleri saptamaya yonelik bir analizdir. Bilindigi gibi es kromozomlar mayozda
karsi karsiya gelerek birbirleri ile parca degisimine ugrarlar (crossing over). Bu
degisimler sonucunda olusan yavru kromozomlar ana ve babanin
kromozomlarina benzeyebilecedi gibi tamamen farkli bir yapilanma da ortaya
cikarabilir (rekombinasyon olgusu). Bir kromozom iizerinde birbirine ¢ok yakin
yerlesimli genler parca dedisimine ugramaz ve bir sonraki kusaga birarada
kalitilirlar (baglantili kalitim: Linkage). Bu sonraki kusaklarda ortak haplotiplerin

goriilmesi ile sonlanacaktir.

Akraba evliliklerinde de hem anneden hem de babadan ortak kalitilan
homozigot haplotip bloklari ortaya cikacaktir. Otozomal resesif hastaliklarda
anne-babanin heterozigot haplotipe sahip olmasi, hastaliktan etkilenmis
cocuklarin ise homozigot haplotipe sahip olmasi beklendigi icin genomda tespit
edilen homozigot bloklarin hastalik bilgileri ile karsilastirilmasi sonucu gen
lokalizasyonlarini  bulabilmek mimkindir. Bu analizde anne-babanin
heterozigot; hasta cocuklarin homozigot hasta; ve normal kardeslerin ise
homozigot normal aleli almis olmasi ya da heterozigot olmalari kosulu test
edilmektedir (42).

Genomda homozigot bloklari saptamaya yodnelik farkli programlar
mevcuttur. Tez icinde Hemosoft sirketi tarafindan gelistirilmis olan Visual
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Genome Studio (VIGENOS) programi kullanilmistir. Genom boyu cip verilerinden
elde edilen genotip bilgileri bu programa aktarilir. SNP cipleri tek baz
degisikligine dayali oldugu icin iki alelli sistemlerdir, béylelikle bir birey ya AA,
ya BB genotipine sahip olur ya da heterozigot olarak AB genotipini tasir. Tim
bireylerin ayni genotipi tasidigi SNP belirtecleri informasyon vermeyen
belirteclerdir ve ilk asamada bunlar filtrelenir. Kalan belirtecler genom
pozisyonlarina gére siraya dizilir. Anne-baba ve indeks hasta birey lizerinden
haplotip olusturulur (Sekil 2.6.). indeks vakanin homozigot olarak anne ve
babasindan ayni alleli aldigi belirtecler “mavi renk ile" isaretlenir (AA, BB
durumu), indeks vakanin heterezigot (AB) oldugu durumlarda belirtecler ‘sari
renk’ ile isaretlenir. Genotipleme yapilamayan alleller (No Call: NC) “gri renk ile"
isaretlenmektedir. Daha sonra diger kardeser bu indeks vakanin genotipleri ile
karsilastirilir ve bloklari gérinir kilmak icin farkli renk kodlari kullanilir.

-indeks vaka ile ayni homozigot genotipi icerenler mavi (indeks ve
karsilastirilan bireyin her ikisi de AA genotipi gibi)

-indeks vaka ile farkli homozigot genotipi icerenler beyaz (indeks vaka AA
iken karsilastirilan birey BB oldugu durum)

-heterozigot aleller (AB durumu) turuncu ile isaretlenir.

Sekil 2.6.'da 16 pixel ve 1 pixel biiylitmede renk kodlari ile genotipler
goriilmektedir. ilgili program kullanilarak cok sayida hastaligin homozigotluk
haritalamasi yapilmis ve hastaliktan sorumlu genlerin saptanmasi mimkin
olmustur (4, 6, 43-46).



21

J

indeks Chr Lokalizasyon Poziasyon  SNP No K ORI E

1 11 58,6456 42785686  SNP_A-2065636 BB AB AB

2 11 58,6475 42787778  SNP_A4219015 NC AB B8 | |[16Pixel
3 11 58,6475 42787818  SNP_A-2224392 AB AB AB Ma{ker
4 11 58,6477 42788059  SNP_A4199867 |NC NC AB AA

5 11 588604 42801979 sSne_a2102522 [EMAE BEEE B

indeks Chr Lokalizasyon Poziasyon K ORI K 1 Pixel
1 11 535456 2735688 - = 8E=L /

17 11 587758 42944099 - IE BB | | Marker
33 11 588817 43067304 L m ==

Sekil 2.6. Genom boyu genotip bilgilerinin gdrsellestirildigi ve haplotip
analizin tamamlandi§i VIGENOS programi gériintiisi. Veriler 1 ve 16 pixel olmak
tizere iki farkli c6ziiniirliikte degerlendirilebilir.

16 pixel goriintii: Her SNP belirteci 16 pixel yiiksekliginde bir satirla
gosterilir. indeks vaka ile ayni homozigot genotipe sahip ise (AA) mavi, farkl
homozigot haplotipe sahip ise (BB) beyaz, heterozigot genotipler ise (AB) turuncu
gosterilir. EGer anne baba cocuk hepsi heterezigot haplotipe sahipler ise sari ile
gosterilir. Sinyal alinamayan bdlgelere NC (No-call) denir ve bunlar gri ile
gosterilir,. Bu coziinirlikte, bitiin belirtec detaylari ve SNP numaralari gérinir
haldedir. SNP numaralari kullanilarak kritik bélgenin sinirlari tam olarak ortaya
cikarilabilir.

1 pixel goriintii: Bu, sikistirilmis goriintiidiir. Bu sayede genis bloklar
goriilebilir.

2.2.4.3. Yiiksek Coziiniirliiklii Genom Dizileme Yontemleri

Yeni nesil dizileme teknolojisi (next generation sequencing, NGS) ile biiyiik
genom parcalarint hizli ve yiiksek dogruluk orani ile dizilemek mimkindar.
Milyonlarca bazin tek bir kosumda dizilenebilmesi birinci nesil (Sanger)
dizilemeye kiyasla oldukca disiik bir maliyetle gerceklesir. Bu teknoloji
sayesinde son yillarda tek gen hastaliklarindan sorumlu genlerin kesfinde biiyiik
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bir artis meydana gelmektedir. ~ Yeni nesil dizileme kullanilarak insan
genomunun tamami (3.2 milyar baz cifti) dizilenebildigi gibi, sadece protein
kodlayan bélgelerin (yani tiim ekzom) dizilenmesi de yaygin olarak kullanilan bir
yaklasim haline gelmistir. Bu yontem sayesinde tim genomu dizilemek yerine
protein kodlayan ekzonlara odaklanilmasi, dizileme maliyetinin énemli oranda
(50 kata kadar) diismesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica, veri analizinde sadece
ekzonlarin filtrelenmesi ile hizli sonuc alinmasi saglanmaktadir. Ekzom dizilemek
icin hedef ekzonlara 06zgill olarak tasarlanmis primer/prob setleri
kullanilmaktadir. Buna karsin genomun kodlanmayan bélgelerinde yer alan
varyantlar bu yéntemle saptanamaz. Bunun icin tim genom dizilemek gereklidir.
Arastirmacilar farkli problemlerde dedisik yaklasimlari secebildigi gibi, kimi
durumlarda her iki dizileme yontemi de uygulanmaktadir.
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3. BIREYLER VE YONTEM
3.1. Aile Paneli ve Klinik incelemeler

Hacettepe Universitesi Pediyatrik/Tibbi Genetik ve Plastik ve Rekonstriiktif
Cerrahi Anabilim Dallarinin ortaklasa takip ettigi genis bir FND3 malformasyonlu
aile (Aile 1) yani sira Sri Lanka (Aile 2) ve Misir'dan (Aile 3) gonderilen benzer
fenotipli iki vaka bu tez incelemesine dahil edildi. Aile 1'den toplam 12 birey saha
kosullarinda muayene edildi, fotograflari cekildi ve toplum sagligi merkezinde
kanlari alindi. Aile agaci detaylandirildi. Detayli pedigri analizi otozomal resesif
kalitim kalibini diisiindiirdii. Sri Lanka'dan gonderilen Pakistan kokenli ailede
(Aile 2) ve Misir ailesinde (Aile 3) tek vaka olmasina ragmen akraba evliligi
bulunmasi ve FND3 fenotipine benzerlik géstermeleri nedeni ile calismaya dahil
edildi.

Calisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (12 Aralik 2012 tarih ve LUT 12/179-13 no'lu
karar)

3.2. Periferik Kandan Genomik DNA izolasyonu ve DNA Kalite Analizi

Pedigri olusturulduktan sonra arastirmaya katilacak normal ve etkilenmis
olan aile bireylerinden onaylari alinarak EDTA'l tiiplere 5-10 cc periferik venoz
kan alindi. DNA izolasyonu amonyum asetat tuzuyla coktiirme yoéntemiyle
yapildi.

Genomik DNA konsantrasyonunun ve safliginin  6lcimi icin
laboratuvarimizda bulunan NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektrofotometre cihazi
kullanildi. DNA' nin miktar ve safligi, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga
boylarinda elde edilen degerlerden belirlenmektedir. DNA'nin temizligi icin
A260/280 ve A260/230 degerlerine bakilmaktadir. Ciinkii DNA 260, protein 280 ve
karbonhidratlar da 230 nm dalga boylarinda pik (en yiiksek deder) yapmaktadir.
Temiz bir DNA' da A260/280 orani 1,8 ile 2,0 arasinda; A260/230 orani ise 2' den
biyilk olmalidir. 1,8 in altinda elde edilen A260/280 dederi protein
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kontaminasyonunu, 2' nin {izerinde elde edilen A260/280degeri de RNA
kontaminasyonunu isaret etmektedir.

3.3. Sanger yontemi ile ALX1 geni DNA dizi analizi

ALX1 geni dort exonu, exon-intron birlesme noktalari polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR; Polimeraz Zincir Reaksiyonu) kullanilarak cogaltildi.
Amplifikasyon icin internette Primer3 programi kullanilarak
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 4 set primer tasarlandi. PZR reaksiyonu icin
Taq (Thermus aquaticus) DNA polimeraz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
enzimi kullanildi. Geneamp® PCR System 9700 termal cycler cihazinda (Applied
Biosystems, Foster City, CA) Tablo 3.1.'de gdsterilen amplifikasyon kosullar
altinda PZR reaksiyonu tamamlandi. Sonuclar %2'lik agaroz jelde kontrol edildi.

Amplifikasyonu takiben PZR iriinlerinin purifikasyonu, QlAquick PZR
piirifikasyon kitiyle (Qiagen, Valencia, CA, USA) iretici firmanin protokoliine gore
yapildi. PZR iriinlerinin sekansi (dizileme) icin 4 pL prifiye DNA, 4 pL distile su,
4 uL forward primer ve 8 pL BigDye terminator karisimindan olusan 20 pL' lik
sekans reaksiyonu hazirlandi ve termal cyclerda 25 dongii 96°C' de 10 sn, 50°C' de
5 sn, 60°C'de 4 dk olacak sekilde bekletildi. PZR iriinlerinin dizileme reaksiyonu
icin dort exon da forward ve gerekli oldugunda reverse primerler kullanildi. Son
olarak Sephadex® G-50 ile sekans 6ncesi purifikasyon yaptiktan sonra érnekler
ABI PRISM® 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) kullanilarak analiz edildi.
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Tablo 3.1. ALX1 geni kodlayan bélgelerinin PZR amplifikasyon kosullari

Exon Primer Dizisi Annealing | Bant Uzunlugu
°C (bp)
Exon 1F | GCTGTCGTCTGTCTATCCT 58 728

Exon 1R | GAGGAAGGTAGTGGAAGGTG

Exon 2F | GCAGTTGCATGAACACATTTT 59 597

Exon 2R | GTGCATTTTGCCACAAAGAA

Exon3F | TGATGTCTTTTAACATCACATTTGC 60 290

Exon 3R | AATGGTTAGCATAGGCTTTATTATATG

Exon 4F | GAGTACGTTATGTGGCCAAG 56 644

Exon 4R | CAATAAGCTGCTGTGTGGG

3.4. SNP Microarray (Cip, Mikrodizin) Analizi

Tim genom tek niikleotid polimorfizimlerin genotiplenmesine yonelik olan
DNA mikrodizin yontemi Affymetrix (California, USA) teknolojisi kullanilarak
tamamlandi. 250.000 tek niikleotid degisikligini taramaya imkan veren 250K Nsp/
cipi (Affymetrix®) protokol dogrultusuda kullanildi. Mikrodizin analizi
basamaklari Sekil 3.1.'de gésterilmis, asamalar asagida detaylandirilmistir.
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250 ng Genomik DNA

Enzim Kesimi
]
(I
[ Adaptorlerin Baglanmasi ]

[ | B [ I | [ Hibridizasyon & Yikama ]

E B _:»
[ Amplifikasyon ] | !
¥ a B .
A 0 B
. l [ Fragmantasyon & i§aretleme ]

Sekil 3.1. DNA Cip Analizi Basamaklarinin Gosterimi
a.DNA'nin Hazirlanmasi ve Kesimi

Periferik ven6z kandan elde edilen genomik DNA, konsantrasyonu
nanodrop kullanilarak olciildiikten sonra EDTA TE tampon c¢6zeltisi kullanilarak
50 ng/pL’ ye seyreltilir. Bu basamaktan sonra buz iizerinde calisilir. DNA
ornedinden 5 pL alinir, ependorf tiiptine aktarilir. 9.75 uL deiyonize su, 2 uL NE
tampon cozeltisi, 2 pL BSA ve 1 pL Nsp | iceren kesim soliisyonlar: karigimi
toplamda 14,75 pL olarak ependorf tipine eklenir. Life Technologies PZR

cihazinda 37°C' de 120 dk, 65°C' de 20 dk durduktan sonra 4°C'de beklemeye
birakilir.

b. Ligasyon

Kesim isleminden hemen sonra ligasyona baslanir. 0,75 pL adaptor Nspl,
2,5 pL T4 DNA ligaz tamponu ve 2 pL T4 DNA ligaz, 19,75 pL hacimdeki kesilmis
DNA orneginin lzerine eklenir. PZR cihazinda 16°C' de 180 dk, 70°C' de 20 dk
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durduktan sonra 4°C' de beklemeye birakilir.
c. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Kesilmis ve ligasyonu yapilmis DNA 6rnekleri deiyonize su ile 1/4 oraninda
seyreltilir. 10 pL ligasyon uriiniiniin tizerine 39,5 pL su, 10 uL Taq PZR tamponu,
20 pL GC-Melt, 14 pL dNTP, 4,5 pL PZR primer ve 2 pL Taq polimerazdan olusan
PZR karisimi eklenir. Bu miktarlardan 3 tiip Nsp reaksiyonu icin hazirlanir.

Geneamp® PCR System 9700 termal cycler cihazinda 94°C' de 3 dk
denatiirasyon, sonrasinda 30 déngii 94°C' de 30 sn, 60°C' de 45 sn ve 68°C' de 15
sn ve son olarak 68°C' de 7 dk uzama basamaklarindan olusan PZR reaksiyonu
baslatilir. PZR sonrasi elde edilen iriinden 3 pL' lik kisim %2’ lik TBE agaroz
jelde 120 V' ta bir saat boyunca yiiritilir. Jelde yaklasik 200-1100 baz cifti

arasinda urin yigiliminin olmasi deneylerin sorunsuz ilerledigini gésterir.
d. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Olciilmesi

Qiagen MinElute® 96 UF Plate kullanilarak saflastirma yapilir. Vakum
Drier cihazi 800 mbar'a ayarlanir. Her kuyucuga 32 pL PZR iiriinii konur ve 800
mbar'da 15 dakika vakumlanir. Sonra 35 pL distile su eklenir ve tekrar 800
mbar'da 15 dakika vakumlanir. Her kuyucuga 35 pL distile su koyulur ve
purifikasyon plate 5 dakika vortekslenir. Her érnek icin 0.5 cc ependorf
hazirlanir. Her ependorf tiipiinde 9x35 pL PZR driini elde edilir. Saflastirma
sonrasinda elde edilmiss olan driiniin dlcimi spektrofotometre ile yapilir. OD
olclimii 90 pg/pL'nin lizerinde ise bir sonraki asamaya gecilir. Fragmantasyon
basamag: icin 45 pL driin gereklidir, eder elimizde daha fazla bulunuyorsa,
suyunu ucurmak icin Vakum cihazinda 60°C' de bekLettilir.

e. isaretleme (Labelling)

Kit icinden cikan fragmantasyon enziminin konsantrasyonu 2,5 U/pL
oldugu icin dncelikle 0,05 U/ul'ye seyreltilir. Dillie edilmis fragmantasyon
enziminden 5 pL, 45 pL pirifiye PZR drdntyle bir tiip icerisinde birlestirilir ve
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termal cyclerda 37°C' de 35 dk, 95°C' de 15 dk tutulur. Elde edilen driin %4' lik
TBE agaroz jelde 120 V' ta 30 dk-1 saat arasinda yiiriitiiliir. Jelde ortalama 180

baz cifti'in altinda uriin yigiliminin olmasi bekLlenir.
f. Hibridizasyon

i§aretleme sonrasinda elde edilen driine 12 uL MES, 13 uL DMSO, 13 pL
Denhardt's soliisyonu, 3 pL EDTA, 3 uL HSDNA, 2 pyL OCR, 3 pyL Human Cot-1
DNA®, 1 pL Tween-20 (%3’ liik) ve 140 pL TMACL' den olusan hibridizasyon
kokteyl karisimindan 190 pL eklenir. Bu karisim 99°C' de 10 dk ve 49°C' de 1 dk
tutulduktan sonra cipe yiiklenir. Cipler 49°C' deki hibridizasyon firinina
yerlestirilir. Firinda 60 rpm dénme hiziyla 16-18 saat arasi hibridizasyon saglanir.

Streptavidin fikoeritrin (SAPE) boyama ve antikor cdzeltisi hazirlamak icin
800,04 pL su, 360 pL SSPE, 3,96 uL Tween-20 (%3' liik), 24 pL Denhardt's
solusyonu karistirilip 2 ayri tiipe 594 pL ayrilir. SAPE tiiptine 6,0 uL SAPE, antikor
tiipline ise 6 pL biyotinlenmis antikor eklenir. Bagka bir tiipe ise Array Holding
Buffer ¢ozeltisinden 820 pL konularak yikama istasyonuna (Affymetrix, Fluidics
Station 450) yerlestirilir. Bu basamaktan sonra sirasiyla yikama, boyama ve

tarama agamalarina gecilir.
h. Yikama, Boyama, Tarama

Hibridizasyon firinindan cipler cikarilir, icindeki hibridizasyon soliisyonu
cikariip atiir, 270 pL array holding tamponu yiiklenir, yiiklerken Kkopuk
olusmamasina dikkat edilir. Yikama islemi, Affymetrix Fluidics Station 450" de
GCOS (GeneChip® Operating Software) 1.4 yaziimi kullanilarak yapilir. Cipler
Fluidics cihazina yerlestirilir. GCOS programinda sirasiyla bir deneyin kaydi
yapilir, yikama ve boyama basamaklari gerceklestirilir. Cipler GeneChip Scanner
3000 7G tarayicisina yerlestirilir. Sonuclar “.CEL" formatinda otomatik olarak
dosyalanir. Veri dosyalari daha sonra genotip analiz yaziimi (Affymetrix ,
Genotyping Analysis Software (GTYPE)) yazilimina aktarilir ve “.CHP" dosyasi
haline cevrilir. Tarama sonucunda mikrodizinden elde edilen SNP sinyal alimi
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yiizdesi hesaplanir. Okuma oranlari (SNP Call rate) degerleri %90'in (stiindeyse
deneyin basarili oldugu ve analizin basarili bir sonu¢ verecegi distndlir.

Calismada %95'in lizerinde okuma degeri elde edilmistir.
3.5. Homozigotluk Analizi

GTYPE programinda olusturulan genom boyu mikrodizin genotip verileri
hastaliin kalitim kalibi otozomal resesif oldugu icin Visuel Genome Studio
(VIGENOS®) programi kullanilarak homozigotluk analizine alinarak haplotip
bloklari elde edilmistir. Aile 1; 30 ve 31 numarali bireyler (anne-baba) ve 57
numarali birey (Sekil 4.1.) indeks vaka olarak kabul edilerek genom boyu haplotip
olusturulmus, ailedeki diger bireylerin haplotipleri (hasta ve normal) indeks vaka
ile karsilastiritmistir. Otozomal resesif kalitim kalibindan beklendigi sekilde
hasta kardeslerin indeks vaka ile ayni homozigot haplotipi kalitmis olmalari
normal kardeslerin ise en az bir alelinde ebeveynlerinden farkli haplotipi kalitmis
olmalari kosulu genom boyu test edilmistir.

Belirlenen homozigot blogun biyiikLiglnin ne oranda olmasi gerektigi
her zaman 6nemli bir parametredir. SNP cipleri iki alel iceren sistemler oldugu
icin ardisik yerlesimli birkac belirtecin sans eseri ayni homozigot kompozisyonu
gostermesi olasidir. Ancak genom diizeyinde ardisik belirteclerde rekombinasyon
yapma olasiliginin 1 cM'dan biiyiik alanlarda arttigi bilinmektedir. 5 cM (yaklasik
5 milyon baza karsilik gelen genetik uzaklik) ve daha iistli araliklarda birden
fazla rekombinasyon gériilmesi olasili§i da giderek artar. Bu biiyiikliiklerde (1-
5cM ve Ustii) sans eseri cok sayida belirtecin birbirleriyle hic rekombinasyon
yapmaksizin ayni homozigot haplotiple kalitilma olasiligi ise cok dustktir.
Akrabalik dereceleri homozigot atasal blogun biyukligini etkiler. Uzak
akrabaliklarda daha kiiciik bloklar goriilmesi beklenirse de bir bireyde 5-10cM
biytkliginde haplotiplerin hastalikla iliskilendirilmesi olasiliginin daha yiiksek
oldugu onerilmistir (43). Bu bulgular altinda hasta bireylerde 5 Mb ve daha
biiylik homozigot haplotip bloklari dikkate alinmis, bu bélgelerin ayni ailenin tiim
hasta bireylerinde 6rtiisme gostermesine dikkat edilmistir. Farkli ailelerde farkli
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gen mutasyonlari olabilecedi g6z oniine alindig! icin indeks aile ile haplotip
butinligu beklenmese de genomda ayni bélgelerde homozigot haplotip géruliip
goriilmedigine dikkat edilmistir (Bakiniz Sekil 2.6.).

3.6. Genomik DNA Kullanilarak Kantitatif Gercek Zamanli qPZR

ALX1 geninin yerlestigi genomik bélgenin bir kopya sayisi degisikligi icerip
icermedigini test etmek amaciyla genomik DNA kullanilarak kantitatif gercek
zamanli PZR yapildi. Bu calismada kontrol genom bélgesi olarak RPPHI
(RNaseP) geni icerisindeki SNV (tek niikleotit varyasyonu) icermeyen bir hedef
bélge kullanildi. Simdiye kadar yapilan calismalar, RPPHI geninde herhangi bir
genomik yeniden diizenlenme meydana gelmedidini géstermis, bu nedenle kopya
sayisi degisikliklerinin (CNV) validasyonu calismalarinda kontrol bélgesi olarak
kullanitmistir (Ek-1a).

Gercek zamanli-PZR reaksiyonu Rotor-Gene 6000 (Qiagen) cihazinda
gerceklestirildi. Genomik DNA'da goérece kopya sayisi dl¢ciimii icin (AACt ydntemi)
kantitasyon ile Rotor Gene 6000 Software kullanilarak hesaplandi. RPPH1 kopya
sayisi normalizator olarak kullanildi.

3.7. Multipleks Ligasyon Prob Amplifikasyon (MLPA)

Genomik DNA kullanilarak ALXI genine ait ekzonlarda bir kopya sayisi
degisikligi olup olmadigini test etmek amaciyla multipleks Lligasyon prob
amplifikasyon (MLPA) islemi yapildi. Bu calismada kontrol olarak herhangi bir
yuiz malformasyonu olmayan saglikli bireylere ait genomik DNA kullanildi.

MLPA islemi, SALSA MLPA® probemix P080-Cl kiti kullanilarak (MRC-
Holland, Amsterdam, Netherlands) ve firmanin 6nerdigi protokole uyularak
yapildi (47). Daha sonra ornekler ABI PRISM® 3100 Avant Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) kullanilarak analiz edildi.
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3.8. RNA eldesi ve cDNA Dizi Analizi

ALX1 gen ifadesinin olup olmadigini gérmek icin 1 numarali aile 57
numarali bireyden operasyon esnasinda kemik ve kikirdak doku alinarak hiicre
kiltird olusturuldu. Kiiltiire edilen hiicrelerden RNA eldesi Trizol cozeltisi
kullanilarak yapildi. izole edilmis RNA orneklerinden cDNA elde etmek icin
“QuantiTect Reverse Transcription Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) kullanildi.
cDNA érneklerinde gen ifadesi konvansiyonel PZR teknigi kullanilarak test edildi.

3.9. ALX1 Geni Kodlanmayan Onemli Bélgelerin PZR'si

Homozigotluk haritalamasi sonrasinda saptanan bdélgede ALXI geni
bulundugu icin genin, 5'ucunda yaklasik 20kb uzaga 3'ucunda ise yaklasik 165kb
uzaklia kadar 6nemli oldugu disiiniilen bdlgeler ve gen icindeki intronik
bélgeler polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak ¢ogaltildi. Amplifikasyon
icin Primer3 programi kullanilarak (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 30 cift
primer tasarlandi. Tasarlanan primerler ve baglanma dereceleri sicakliklari Ek-
1b'de gosterildi.

PZR reaksiyonu icin Taq (Thermus aquaticus) DNA polimeraz (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) enzimi kullanildi. Geneamp® PCR System 9700 termal
cycler cihazinda (Applied Biosystems, Foster City, CA) PZR reaksiyonu
tamamlandi. Sonuclar %2'lik agaroz jelde kontrol edildi.

PZR iiriinlerinin pirifikasyonu, QIAquick PZR piirifikasyon kitiyle (Qiagen,
Valencia, CA, USA) iiretici firmanin protokoliine gore pirifiye edildi.

PZR irinlerinin dizilenmesi icin 4 pL pirifiye DNA, 4 pL distile su, 4 pL
forward primer ve 8 pL BigDye terminator karisimindan olusan 20 pL' Llik sekans
reaksiyonu hazirlandi ve termal cyclerda 25 dongii 96°C' de 10 sn, 50°C' de 5 sn,
60°C'de 4 dk olacak sekilde bekletildi. PZR iiriinlerinin dizileme reaksiyonu icin
dort ekzon da forward ve gerekli oldugunda reverse primerler kullanildi. Son
olarak Sephadex® G-50 ile sekans 6ncesi purifikasyon yaptiktan sonra érnekler
ABI PRISM® 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
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USA) kullanilarak analiz edildi.
3.10. Tiim Ekzom ve Genom Dizileme

Tiim ekzom/genom dizi analizi icin TUBITAK-Bilisim Ve Bilgi Giivenligi ileri
Teknolojiler Arastirma Merkezi (TUBITAK-BILGEM) altinda kurulmus olan ileri
Genom ve Biyoenformatik Arastirma Grubu (IGBAM) iizerinden hizmet alinmistir.
Merkezde Illumina HiSeq 2000 alt yapisi kullanilarak genom boyu dizileme
tamamlandi. islem sonrasi elde edilen paired-end sekans verisi cesitli
bioinformatik yazimlar kullanilarak analiz edilmistir. Bunlar; ham verinin
human genome (hgl9) lzerime haritalanmasi icin BWA programi (48), PZR
duplikasyonlarinin ayiklanmasi icin SAMtools (49), varyasyonlarin tespit edilmesi
ve kiiciik kopya sayisi degisikliklerinin (indel) belirlenmesi icin The Genome
Analysis Toolkit (GATK) v1.6 (50) ve tespit edilen varyantlarin fonksiyonel
analizlerinin yapilabilmesi icin ANNOVAR (51) programidir.

3.11. Bolgeye Ozgii Anotasyon

Simdiye kadar 3000 protein kodlayan gen bélgesi ile tek gen hastaliklari
iliskilendirilmistir. Yapilan calismalarda protein kodlayan bdlgelerde meydana
gelen degisiklikler kadar, kodlanmayan bélgelerde bazi degisikliklerin genlerin
reglilasyonunu etkileyerek hastaliklara neden oldugu gésterilmistir (52, 53). Bu
nedenle haritalama sonrasinda saptanan homozigot bdlgedeki tiim dedisiklikler

cesitli genom veri bankalari kullanilarak yorumlandi. Bunun icin;

-saptanan varyantlarin popiilasyonda polimorfizim/mutasyon olarak
temsil edilip edilmedigi bilgisi icin dbSNP veri bankasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), ensembl genome browser
(http://www.ensembl.org/index.html) ve TUBITAK-IGBAM tarafindan yeni nesil
dizileme teknolojisi ile elde edilen Tiirk popiilasyonuna ait veri havuzu kullanildi.

-degisikliklerin genom (zerinde denk geldikleri yerlerin transkripsiyon
faktori baglanma bdlgesi olup olmadig,, DNase | hassasiyetininin bulunup

bulunmadigi ve tiirler arast korunmusluk acisindan dederlendirilmesi icin
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University of  California Santa Cruz (UCSC) genome  browser
(http://genome.ucsc.edu/) - ENCODE veri bankasi
(http://genome.ucsc.edu/ENCODE/) kullanildi.

Bolgede bulunan varyantlarin regilator faktorlerle iliskisi kurularak
bolgeye 6zgii varyant haritalamasi (anotasyon) yapildi. UCSC veri bankasinda
gorsellestirmek icin ".bed" file yapildi (54) (.bed dosyasinin yapimi icin Ek-2).
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4. BULGULAR
4.1. Klinik Bulgular

Sekil 4.1.'de tiim pedigri yapisi sunulan Sekil 4.2.'de ise yiiz bulgulari
gosterilen konjenital agir yiiz malformasyonu ailelerinden ilki (Aile 1), 5'i hayatta
7'si hayatini kaybetmis olmak lizere 12 bireyde yiiz malformasyonu olan ve
toplam 102 bireyden olusan Sanliurfa ilinden bir ailedir. Diger iki aile ise Sri
Lanka ve Misir'dan laboratuvarimiza génderilmistir. Klinik muayene bulgular
Tablo 4.1.'de gosterilmektedir.

Klinik muayeneler sonucunda olgularin hepsinin anne-babasi arasinda
akrabalik mevcuttu. Ailelerin ayrica saglikli cocuklari da bulunmaktaydi.

Ailede agir yiiz malformasyonu bulunan 5 birey mevcuttu. 1. aile 57 ve 62
numarall bireyler saha sartlarinda 88 ve 89 numarali bireyler ise poliklinik
sartlarinda muayene edildi. 63 numarali bireyin prenatal dénemde yapilan
ultrasonografi ile etkilenmis oldugu konusunda aile bilgilendirildi. Aile tibbi
terminasyonu kabul etmedi. Aile ile goérisiildii ilgili bireyden (63 numarali birey)
kan alindi. 57 numarali birey Hacettepe Universitesi Plastik ve Rekonstriiktif
Cerrahi Anabilim Dalinda tekrarlayan diizeltme operasyonlarina tabi tutuldu.

Etkilenmis bireylerin fenotipik yiiz bulgulari daha o6nce grubumuz
tarafindan bildirilen ve gen haritalama calismalari sonucunda ALXI geninde
mutasyonlarin  tanimlandi§i  original FND3 ailelerine tam benzerlik
gostermekteydi (Sekil 4.2.). Ana bulgular ileri derecede mikroftalmi, bilateral yiiz
yarigi, yarik damak/dudak, genis alin, ileri derecede burun gelisim anomalisi
(Sekil 4.2) idi. Ailel, 88 ve 89 numarali bireylerde yapilan ekokardiyografide
patent duktus arteriozis (PDA) ve atrial septal defekt (ASD) rapor edildigi
gorulda.



35

a2
o

: J91Aaa1g uejidea 1zifeuy did:

£
(1SIW) (exueq ug) | 49143119 muoAsew.oyey znx: @M
€9y ¢ 9y TewJoN: O
¢ | 1 z | 1 1BIpad Ty 1143S

Z0T TOT 00T 66-26 96-26 16 06 68 88

B3
v

TENNT
98-£828-9262 | b2 £1-1204-69 8910/99 G0 ¥9 €9 79 19 09 65 8S /S 95
? 9 9 f amaaaaﬂ. .‘4..
GG | YG\ES TG | IS 06 | 6V 8viv-9v Shib-EvTh | Th-6E8E-PEEE | ZE 1€ | O
U A 7?9
8¢ 1z|9z sz |t oz er|8r /1|9t STl
o o
Z1 1 G vl e
& 7 & 0

(3A14ny)
19y ¢ |1



36

3N1e NUIKOY JISIN ‘€ 11 1@ ‘2118 NUBNQY URISHEd ‘Z 311V 1)
9N1e UspuN! eUNNUERS ‘T 1Y :vE'ed'za'Td
(¥) (nuoAseINW Y<OT+IEG" 7Y ‘NUoAsajap 1zbzT 1061zowoy :Ty) 11e1eyen € iy gN4 NSNI 1l 7Y U1IPIIG ApINIeIdaNT

11e1je160104 uLIeIRISeH T'h 1149S

¢ fuig ‘e Ay :a@

g8 fauig ‘TaNv:cg  z9 Aaag ‘TaNv:zg 26 Aauig ‘T oy :19

-l




37

Tablo 4.1. Tiim aile bireylerinin klinik muayene bulgular. Misir ailesi (Aile

3) ile ilgili klinik bilgi edinilemedidi icin tabloda yer almadi.

Aile Numarasi

Hasta Numarasi

57

62

88

89

Akrabalik

+

+

+

Cinsiyet

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Yas

12

6

1

Prenatal ve Natal Periyod
Polihidramnioz
Azalmis Fetal Hareketler
Dogum Adirligi
Dogum Haftasi

3200gr
38hf

3500gr
34hf

2400gr
33hf

1800gr
33hf

2995¢gr
Miad

Kraniofasial
Makrosefali
Brakisefali
Mikrosefali
Genis On Fontanel
Gizli On Beyin Keselesmesi
Diz Yiiz
Dar Alin
Diisiik Sac Cizgisi
V Seklinde Sac Cizgisi
Sinorfizis
Hipertelorizm
Mikroftalmi / Anoftalmi
Genis Burun Kokii
Burun Olusumunda Gerilik
Orta Hat Yiiz Yarigi
Mikrognati
Retrognati

+

[ T T T I S

I

+

[ S T T I S

I

A L

[ T T

+ + + + + + 40

A L

[ T T

+ + + + + + 40

A L

+ + + + + + 40

Ek Bulgular
Inguinal Herni
Bobrek Anomalisi
Kalp Anomlisi
Sac Anomalisi
Genital Anomali

* Kalp anomalisi ASD
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Buna ek olarak Aile 2'deki (Sri Lanka) hasta cocuk da gerek original FND3
vakalari gerekse tez konusu olan Aile 1l'deki vakalar ile tam benzerlik
gostermekteydi (Sekil 4.2). Misir'dan laboratuvarimiza génderilen ailede ise yiiz
bulgulari bu aileler ile bilyik oranda ©6rtiisme godstermekteydi. Fakat
premaksiller bodlgenin ve g6z yapisinin kismen olusumu acilarindan Misir
ailesinde farkliliklarin mevcut oldugu saglanan resimde goriildi ancak detayli
klinik bilgi tamamlanamadi (Sekil 4.2.).

Vakalar bu klinik dzellikleri ile ALX1 iligkili frontonazal displazi (FND3)
tanisini aldi ve ALXI geninde mutasyon taramasi kapsamina alindi.

4.2. Laboratuar Bulgular
4.2.1. ALX1 Kodlayan Bolgelerin Dizilenmesi

Aile 1; 30, 31, 32, 33, 57 ve 62 numarali bireyler, Aile 2 ve Aile 3'deki hasta
bireylerde ALX1 geni dizilendi. Herhangi bir mutasyon tespit edilemedi. Genetik
heterojenite olabilecedi disinildi ve genom boyu SNP genotipleme ve
homozigotluk haritalamasi ile yeni bir gen arayisina gecilmesine karar verildi.

4.2.2. DNA Cip Analizi

iLk etapta index aileden (Aile 1) 12 kisiye (16, 30, 31, 32, 33, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62 bireyler) Affymetrix sirketinin protokoliine gére 250K SNP Nsp ciple
genom boyu genotipleme yapildi. Homozigotluk haritalamasi sonucunda ailede
kalitiltan ve otozomal resesif kalitim kalibina uygun olarak aile bireylerinde
segregasyonun goézlendigi iki kromozom bdlgesi (12q21.3 ve 19pl3 bolgeleri)
saptandi. Daha sonra klinigimize basvuran benzer fenotipli bireylerin detayli
pedigri analizinde indeks ailemizle uzaktan akraba oldugu goruldi ve pedigri
genisletidi. 4 yeni bireyin (74, 75, 88, 89 numarali bireyler) calismaya dahil
edilmesiyle homozigotluk analizinde daha dnceden tespit edilen homozigot
bélgelerden birisi (19p13 bélgesi) elendi (Sekil 4.3).
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Aile 2 ve 3'teki hasta bireylere de Affymetrix SNP analizi uygulandi ve
indeks vaka ile Kkarsilastirildi. ikinci ailedeki 3 numarali bireyin 12q21.3
bélgesinde homozigot bloga sahip oldugu gériildii (Sekil 4.3.). Uciincii ailede ise
bu bélgede homozigot blok gézlenmedi. Her iki ailede genomda farkli bélgelerde
homozigot bloklar bulunmaktaydi. Pakistan ailesinin de 12q21.3 bdlgesine
homozigotluk gostermesi sonraki analizlerde iki aile (Aile 1 ve 2) verilerinin
birlikte degerlendirmesi gerektigini dusindirdid. Misir ailesi tzerindeki
calismalara bolgeyi disladidi icin devam edilmedi.

Aile 1 ve Aile 2 genotip verileri haplotip analizine alindi. Sentromerik ve
telomerik rekombinasyonlarin olustugu bélgeler saptandi (Sekil 4.3) Kritik bdlge
insan genomu GRCh37/hgl9 veri alt yapisina gore chrl2:80,907,481-87,722,701
olarak tespit edildi. Bunun disinda genomda olasi baska bir bdolge saptanmadi.
Boylelikle hastaliktan sorumlu degisikligin tek bir bdlgede, 12q21.3, yaklasik
7MB bilyiikliikte oldugu gériildil. ilgili bélgede aday gen yaklasimina gecildi.
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4.2.3. ALX1 Gen Bdlgesinde Kopya Sayisi Degisikliginin Test Edilmesi

ALX1 gen bdlgesinde bir kopya sayisi degisikligi bulunup bulunmadigdini
test etmek icin bir hasta, bir ebeveyn ve kontrol popiilasyonundan saglikli bir
bireyin genomik DNA'si ile kantitatif PZR calismasi yapildi. ALXI geninin 4.
ekzonu ve 3'UTR bdlgesine komplementer olan primer cifti kullanildi. RPPH1
kopya sayisinin normalizatér olarak kullanildigi analizde bireyler arasinda ALX1
genomik kopya sayisi acisindan farklilk (delesyon veya duplikasyon)
bulunmadigi gosterildi (Sekil 4.4).

B Kontrol
W 57
31

# : o @
CCCCC
Adjust Scale. Auto-Scale| Default Scale| Options| | control -

I Kontrol
W57
31

5 s 10 18 20 2 ) as P
Cycke
AdustScale...| AutoScale| Default Scale| Optons| [T -

Sekil 4.4. Seklin tst kismindaki grafik ile RPPHI genomik bdlgesine kopya
sayisinin kantitatif PZR ile belirlenmesi goésterilmistir. Alttaki grafik ise, ALX1 gen
bélgesine spesifik primerler ile yapilan kantitatif PZR sonucunu gésterir. iki farkli
reaksiyondan alinan sonuclar Kkarsilastirildiginda kopya sayisi dedisikligi
saptanmamistir.

Siyah renk ile gosterilen: Aile 1, birey 57 (homozigot);
Mavi renk ile gosterilen: Aile 1, birey 31 (heterezigot);

Kirmizi renk ile gdsterilen: Kontrol
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4.2.4. ALX1 Geni Tiim Ekzonlarina Ait Kopya Sayisi Degisikliginin Test Edilmesi

ALX1 geni ekzonlarina ait bir kopya sayisi degisikligi bulunup
bulunmadigini test etmek icin {ic hasta ve bir ebeveyn genomik DNA'sI ile MLPA
calismasi yapildi. ALXI geni ile birlikte kraniofasial gelisimde gérev alan cesitli
genlere ait primer ciftlerini iceren SALSA MLPA® probemix P080-C1 Craniofacial
probemix kullanildi. Yapilan analizde bireyler arasinda ALX1 ekzonik kopya sayisi
acisindan farklilik (delesyon veya duplikasyon) bulunmadigi gosterildi (Sekil 4.5).

{ L]Ukm L HM “MHH”MMMLU Wity
i bl MM MM Hh““ HH&H Htl IR TR

400

I B O o

1l

Aile 1, Birey 88 = L
100

400

T sl ot

Sekil 4.5. ALX1 geni ekzonlara ait spesifik primerler ile yapilan MLPA

islemi sonucu. Reaksiyon sonucunda elde edilen sonuclar karsilastirildiginda
bireyler arasinda kopya sayisi dedisikligi saptanmamistir.

4.2.5. cDNA Dizi Analizi

Hastaya uygulanan cerrah operasyon esnasinda hastadan kikirdak doku
ornegi alindi. Elde edilen ornek ile hiicre kiltirid yapildi ve RNA izolasyonu
saglandi. Daha sonra yapilan cDNA dizi analizi sonucunda ALXI geni ile ilgili
herhangi bir splice site dedisikligi olmadidi intakt bir mRNA oldugu gézlendi.
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4.2.6. 12q21.3 Kritik Bolgede Aday Gen Yaklasimi ve ALX1 Kodlanmayan
Bdlgelerin Taranmasi

DNA cip analizi sonrasi elde edilen aday bélgede yerlesim gésteren genler
ve bu genlerin fonksiyonlari Tablo 4.2'de gdsterilmistir.

Tablo 4.2. Tespit edilen homozigot blokta yerlesim gb6steren genler ve

fonksiyonlarini gésteren Lliste

Gen Ekzon Fonksiyonu ve iliskilendirilmis hastalik
Sayisi

OTOGL 58 Embriyonik gelisim esnasinda i¢ kulakta ytiksek
diizeyde eksprese olur. Eriskin yasamda cok az
ekspresyonu gosterilmistir. Mutasyonlari sensindral
sagirlik ile iligkilendirilmistir (55).

PTPRQ 45 Embriyonik dénemde bobrek glomerdllerinde ve ic
kulakta fonksiyon gorir. Mutasyonlari sagirlik ve
vestibular disfonksiyon ile iliskilendirilmistir (56).

MYF6 3 Iskelet kas dokusu farklilasmasinda gdrev alir (57).

MYF5 3 Iskelet kas dokusu farklilasmasinda gdrev alir (57).

LIN7A 6 Beyinde hiicre adhezyonunda sinaptik vezikiil
ekzositozunda gorevli oldugu gésterilmistir (58).
Eksikliginde zeka geriligi ve serebral korteks gelisim
bozuklugu gésterilmistir (59).

MIR617 miRNA

MIR618 miRNA

ACSS3 16 Lipid sentezi ve enerji metabolizmasinda gérev aldigi
gosterilmistir (60).

MIR4699 miRNA

PPFIA2 33 Axon gelisiminde ve meme bezi gelisimine gérev aldig
gosterilmistir (61).

CCDC59 4 Surfaktan iliskili protein B'nin transkripsiyon
kompleksinin komponentidir.

METTL25 |12 Metil transferaz like 25
Literatiirde bilgi bulunmamistir.

TMTC2 12 Hiicre ici kalsiyum dengesinde sorumludur (62).

SLC6AI5 12 Sodyum ve klor bagimli nérotransmitter madde
tasinmasinda goérevlidir. Ayni zamanda néronal sodyum
bagimli nétral amino asit transportunda gorevlidir (63).
Kodlayan bélge degisikliklerinin psikiatrik bozukluklara
yol acabilecegi gosterilmistir (64).

TSPAN19 |9 Tetraspanin 19
Literatiirde bilgi bulunmamistir.

LRRIQ1 4 Lésin zengin tekrar ve 1Q motif iceren protein
Literatiirde bilgi bulunmamistir.
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ALX1 4 Kranial néral krest hiicre gelisimi ve gdctinde rol
almaktadir (33).

Onbeyin mezenkim gelisiminde 6nemli ve kondrosit
farklilasmasinda gorev alir.

Defektinde FND tip 3'e neden oldugu gésterilmistir (4).

RASSF9 2 Yapilan fare deneylerinde epidermal homeostazis ile
iLiskili dnemli gorevleri oldugu gdsterilmistir (67).

NTS 4 Santral sinir sisteminden salgilanan bir néromodiilatér
olan noérotensin kodlar (66).

MGAT4C 4 Fetal hayatta sadece kalpte eksprese olurken fetal ve
eriskin hayatta beyinde eksprese oldugu gésterilmistir
(67).

MIR548AL miRNA

Gen listesi incelendiginde daha once FND3 ile iligkinlendirilmis ALXI
geninin bu bélgede bulundugu gorildi. Daha oénce bu gende mutasyon
saptanamadigi icin ALXI geni regiilasyonunda rol alabilecek kodlanmayan
bélgede yer alan bir varyasyonun malformasyondan sorumlu oldugu diisiinildd.
UCSC veri bankasi regulator bolgelerin taranmasi amaciyla kullanildi. 5'UTR,
3'UTR ve intron bélgelerinde transkripsiyon faktdrlerinin baglandigi énemli
bolgeler, tirler arasi korunmusluk gosteren bolgeler, DNase | hassas bolgeler
goz online alinarak primerler tasarlandi ve Aile 1, 57 numarali birey kullanilarak
bu bélgelere DNA dizi analizi yapildi. 57 numarali bireye ait DNA'dan yapilan
sanger dizileme sonucunda saptanan varyasyonlar Tablo 4.3.'te gdsterildi. MAF
degeri minor alel frekansini (MAF) gosteren bir veridir. MAF degeri sayesinde bir
degisikligin toplumda yaygin bir degisiklik olup olmadidina karar verilebilir.
Bulunan degisikligin MAF dederine bakmak icin dbSNP veri bankasi
kullanilmaktadir.
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Tablo 4.3.
ALX1 Kodlanan/Kodlanmayan Bélgelerinde DNA Dizileme Analizi Sonucu Bulunan
Degisiklikler (GRCh37/hg19'a gbre)

Bolge Genomik Pozisyonu Varyasyon MAF Skoru

Upstream 86.647.810 C/T RS7488598 0.47

Upstream 85.660.447 G/A RS56166460 0.08

Upstream 85.671.807 G/A RS4076027 0.50

5 UTR Degisiklik yok

Ekzon 1 Degisiklik yok

Intron1-2 [ 85.674.707 | G/A RS12810608 | 0.44

Ekzon 2 Degisiklik yok

Intron 2-3 85.678.000 | T/- RS63339261 | -

Ekzon 3 Degisiklik yok

Intron 3-4 Bakilan Onemli Bdlgelerde Degisiklik Yok

Ekzon 4 Degisiklik yok

3'UTR Degisiklik yok

Downstream | 85.695.613 A/T RS1011728 0.26
85.696.889 T/A RS1398445 0.02
85.702.371 T/C RS1512734 0.20
85.702.717 C/T RS4761131 0.28
85.704.875 G/A RS11608773 0.20

Bu listede ifade edilen RS63339261 belirtecinde MAF dedgeri

bildirilmemekteydi, RS1398445 belirtecinde ise MAF degeri diisiiktii (0.02). Her iki
belirtec icin de dbSNP138 populasyon verilerine bakildi. RS63339261 numarali
belirtec icin homozigotluk verisi g6zlenmemekle birlikte uzun bir T dizisi icindeki
bir niikleotidlik T silinmesi oldugu ve insan genom projesi tekarlamali verilerinde
siklikla bildirildigi goruldi. RS1398445 numarali belirtecin ise homozigot hali
normal popiilasyon verilerinde gozlendi. Tim degisikliklerin sanger dizileme
sonuclari Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9'da gosterilmistir.

57 numarali bireye ait DNA ile sagner sekans dizileme yapilan bélgelerin
genom (izerine gosterimi icin '.bed' dosyasi (54) kod yazilarak yapildi. Yazilan kod
Ek-3'te sunuldu. Yazilan kod, ucsc genom browser ‘manage tracks' sekmesi
kullanilarak yiiklendi. Boylelikle sagner sekans ile taramasi yapilan genomik
bélge gorsellestirildi (Sekil 4.10)
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hgl9 chrl2:g.[85671807 G>A]

/!

Sekil 4.6. 57 numarali bireyin ALX1 geni upstream bdlgesinde bulunan
degisiklikler. A: RS7488598 ile ifade edilen C>T homozigot degisikligi, B:
RS56166460 ile ifade edilen homozigot G>A dedisiklidi, C: RS4076027 ile ifade
edilen homozigot G>A degisikLigi

C G G i G G A

hgl9 chrl2:q.[85674707 G>A]

o

Sekil 4.7. 57 numarali bireyin ALXI1 geni intonik bdlgelerinde bulunan

Degisiklikler. A: RS12810608 ile ifade edilen homozigot G>A degisikligi, B
RS63339261 ile ifade edilen homozigot del T degisiklidi.
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Sekil 4.8. 57 numarali bireyin ALXI geni downstream bélgelesinde bulunan
Degisiklikler. A: RS1011728 ile ifade edilen homozigot A>T degisikligi, B:
RS1398445 ile ifade edilen homozigot T>A degisikligi, C: RS1512734 ile ifade edilen
T>C dedisikligi,

L

Sekil 4.9. 57 numarali bireyin ALX1 geni downstream bélgelesinde bulunan
Degisiklikler. C: RS1512734 ile ifade edilen homozigot T>C dedgisikligi, D:
RS4761131 ile ifade edilen homozigot C>T degisikligi, E: RS11608773 ile ifade
edilen G>A degisikligi,
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4.2.7. Tiim Ekzom Dizileme (WES)

Hastanin ALXI geni ve cevresindeki bélgelerde klinigi aciklayabilecek
mutasyon bulunamamasi lizerine tiim ekzom ve tiim genom dizileme asamasina
gecilmesi planlandi. Deney zamani mevcut olan DNA'lardan ekzom analizine
uygun kalitede olan DNA o6rneklerinin 32 ve 33 numarali bireylere (heterozigot
anne ve baba) ait oldugu goriildii. 32 numarali birey ekzom, 33 numarali birey
tim genom analizine alinarak heterozigot varyantlarin karsilastirmali olarak
degerlendirilebilecegi, saptanan kritik varyant/varyantlarin tiim ailede Sanger
dizileme ile otozomal resesif kalitim ile uyumlu segregasyonuna bakilabilecegi
disundldu.

Cesitli bioinformatik yazilimlar (BWA, SAMtools, GATK ve ANNOVAR)
kullanilarak ekzom analizinden elde edilen ham veri excel dosya formatina
cevrildi ve asagidaki kriterler kullanilarak variant filtreleme uygulandi.

Heterozigot tiim dedisiklikler
- Okuma derinligi >4 ve genotip skoru >15 olan degisiklikler

- dbSNP 138 Veri Bankasinda Bildirilmeyen ve GMAF Skoru 0.01'den
kiiciik olan dedisiklikler

- TUBITAK-BILGEM-iGBAM yeni nesil dizileme (WES; 366 birey, WGS; 19
birey) verilerinde bildirilmeyen degisiklikler

- Kritik Balgede Bulunan degisiklikler

Bu kriterlere uyularak yapilan filtreleme sonucunda 33 numarali bireye ait
DNA'dan yapilan tiim ekzom verisinde bulunan degisiklikler Tablo 4.4'te

sunulmustur.
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Tablo 4.4. Aile 1, 33 numarali bireyin ekzom degisikliklerinin filtreleme
basamaklari ve sonuclari.

Tim Ekzomda Gézlenen Degisiklik Sayisi 482843

Tim Ekzomda Gézlenen Heterozigot Degisiklik Sayisi 174424

Okuma Derinligi 4'ten bliyiik olan ve Genotip Skoru 15'ten biiyiik | 159045
olan dedisiklik sayisi

dbSNP 138 Veri Bankasinda Bildirilmeyen ve GMAF Skoru | 52899
0.01'den kiiciik olan degisiklik sayisi

Tirkiye Popiilasyon Veri Bankasinda Bildirilmeyen degisiklik | 9075
sayIsi

Kritik Bélgede Bulunan Dedisiklik Sayisi 4

Bulunan 4 degisiklikten 1 tanesi SLC6AI5 geni 3'UTR bélgesine denk
diismektedir. Diger 3 tanesi ise LRRIQI geninin ekzom kitinin kapsadigi intronik
bélgelerdedir.

Yeni nesil tim ekzom dizileme islemi sonrasinda Ozellikle GC
niikleotidlerinden zengin genlerin 1. ekzonlarina ait veri elde edilmesi oldukca
zordur. Bu nedenle yeni nesil dizileme sonrasi elde edilen veri manuel
taranmasinda fayda bulunmaktadir. ileri nesil tiim ekzom dizileme sonrasi farkLi
formatlarda dosyalar elde edilmektedir. Bunlardan .bam uzantili olan dosya
formati IGV (Integrative Genomics Viewer, Broad Institute, MA, USA)(68) programi
kullanilarak manuel incelenebilmektedir. Aile 1, 32 numarali bireye ait tim
ekzom verisi IGV programi kullanilarak incelendi. Kritik bélgedeki OTOGL geni

haric tiim genlerin ekzonlarinin okundugu gézlendi.




51

4.2.8. Tiim Genom Dizileme (WGS)

TUBITAK iGBAM yeni nesil genom dizileme alt yapisi kullanilarak 32
numarall bireyde tiim genom dizi analizi tamamlandi. Heterozigot dedisiklikler
acisindan yukaridaki kriterler kullanilarak varyant filtreleme uygulandi. Varyant
filtreleme sonuclari Tablo 4.5'te sunulmustur.

Tablo 4.5. Aile 1, 32 numarali bireyin genom dedgisikliklerinin filtreleme
basamaklari ve sonuclari.

Tim Genomda Godzlenen Dedisiklik Sayisi 4761085

Tim Genomda Gozlenen Heterozigot Dedisiklik Sayisi 3002628

Okuma Derinligi 4'ten bliyiik olan ve Genotip Skoru 15'ten biiyiik | 2973939
olan dedisiklik sayisi

dbSNP 138 Veri Bankasinda Bildirilmeyen ve GMAF Skoru | 843946
0.01'den kiiciik olan degisiklik sayisi

Tirkiye Popiilasyon Veri Bankasinda Bildirilmeyen dedisiklik | 249778
sayIsi

Kritik Bélgede Bulunan Dedisiklik Sayisi 464

Tim genom verisinin dederlendirmesinde o6ncelikle ekzom verisinde
okunamayan OTOGL genine ait verinin olup olmadigi kontrol edildi. Tim
ekzonlarinin okundudu ve bu gende delesyon olmadigi saptandi.

Tim ekzom ve tiim genom verilerinden elde edilen varyant sayisinin grafik
olarak gosterimi Sekil 4.11.'"de sunulmustur. Tiim genom ve ekzom analizi sonrasi
cok yiksek miktarda degisiklik bulunmaktadir. Bunlardan hastaliktan sorumlu
degisikligi bulmak icin ilk yapilmasi gereken hastaligin kalitim kalibina uygun
degisikligin filtrelenmesidir. Daha sonra okuma derinligi dikkate alinir. Genom
tzerindeki her hangi bir niikleotidin okunma sayisina ‘okuma derinligi' denir ve
bu 'phred quality score' ile gosterilir (69). Okuma derinligi sonrasinda elimizdeki
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degisiklik sayisinin tiim genom icin 3 milyondan 2.97 milyona, tiim ekzom icin ise
174 binden 159 bine diismesi kaliteli bir ekzom/genom deneyinin yapildigini
gosterdi. Cok dnemli diger bir adim ‘in house' olarak tabir edilen ve bu calisma
ozelinde Tiirk popiilasyon verilerini yansitmasi acisindan TUBITAK-iGBAM'da
bulunan veriler kullanilarak yapilan filtreleme sonrasinda tiim genom icin
degisikligin 843 binden 249 bine, tim ekzom icin ise 52 binden 9 bine
indirilmesiydi. Son olarak en o6nemli adim, bu bulgularla, homozigotluk
haritalamasi sonrasinda kritik bélge belirlenmesiyle yapilan filtrelemenin
degisiklik sayisini bir kac degisiklige indirecek giicte olmasidir. Bu durum tiim
genom icin 249 bin dedgisiklikten 464 dedgisiklige, tiim ekzom icin 9 bin
degisiklikten 4 degisiklije yaklasik %99 oraninda azalma godstererek carpici
sekilde karsimiza citkmaktadir.

4.761.085 WGS / WES Gozlenen Degisiklik Sayisi
LWGS “@WES

3.002.628 2.973.939

482.843
174.424 843.946
159.045 52 899
. 249.778

‘ Dl LW Ul e
(Sr

Gézlenen Gézlenen Okuma TUBITAK- Kritik
Tiim Heterozigot Derinligi >4 dbSNP 138- || IGBAM Verisi Bm' ;_ de

Degisiklik Degisiklik Genotip Skoru GMAF<0.01 (WES=366) B lg

Sayisi Sayisi >15 (WGS=19) utunan

Sekil 4.11. Tim ekzom ve tim genom verisindeki degisikliklerin
filtrelemeler kullanilarak eleme sonrasi dagiliminin gésterilmesi.
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4.2.9. Kritik Bolgede Saptanan Degisikliklerin Fonksiyona Ydnelik Anotasyonu

Bulunan degisiklikler kodlanmayan genomik bélgeye denk geldigi icin
dedisikligin 6nemine karar vermek icin bazi kriterler kullanildi. Bunlar;

- Tdrler arasi korunmusluk
- TF (Transkripsiyon Faktori) baglanma bolgesi
- DNase | hassasiyeti

Bu degisikliklerin genomda denk geldikleri yerleri tespit edebilmek icin
kod yazilarak '.bed' dosyasi yapildi (Ek-3). Varyantlarin bulundugu pozisyona
gore farkli renklendirme ile ifade edilen degisiklikler Sekil 4.10 'da gésterilmistir.

Yazilan kod ile degisiklik;

-eder bir gen lizerine denk geliyorsa ve yukarida belirlenen kriterlere gére
onemli oldugu disiiniilen bdlgeye rastliyorsa ‘“genin ismi ve kirmizi renk” ile
gosterildi,

-eder bir gen Uzerine denk geliyorsa ve yukarida belirlenen kriterlere gére
onemli oldugu disiiniilmeyen bdlgeye rastliyorsa "genin ismi ve mavi renk” ile
gosterildi,

-eger genler arasi bir bolgeye denk geliyorsa 'IGR (intergenic region)" ile
gosterildi.

Boylelikle tiim genom ve tiim ekzom ile homozigot bdélgede saptanan tiim
degisiklikler gorsellestirildi (Sekil 4.12.)
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Tim genom analizi kullanilarak filtreleme islemeleri sonrasinda
homozigot blokta toplam 464 dedisiklik bulundu. Bunlardan 168 tanesi her hangi
bir gen bdlgesine denk gelirken, 296 tanesi genler arasi bdlgeye (intergenic
region) denk gelmekteydi. Tiim dedisiklikler arasinda transkripsiyon faktorii
baglanma bélgesine denk gelen 27 degisiklik bulunmaktaydi.

Bunlardan LRRIQI geni intronik bélgesine denk gelen heterezigot hgl9
chrl2 g.[85459869 G>A] pozisyona sahip degisiklik, ALXI geninin 3' ucunda
bulunan heterezigot hgl9 chrl2 g.[85761515 G>A] pozisyona sahip degisiklik ve
yine AlxI geninin 3' ucunda bulunan pek cok transkripsiyon faktoriiniin
baglandi§i heterezigot hgl9 chrl2 g.[85862755 T>C] , heterezigot hgl9 chrl2
g.[85862762 A>G], heterezigot hgl9 chrl2 g.[85862766 G>A] pozisyonuna sahip
degisikliklerin 6nemli oldugu disiindldd.

Bu degisikliklerden LRRI/QI geninin intron 8'inde bulunan g.[85459869
G>A] degisikliginin USF-1 ve GATAS3 transkripsiyon faktérii baglanma bdlgesine
denk geldigi gérildi. USFI transkripsiyon faktériiniin erken embriyojenik
donemde osteoklastogenezis icin 6nemli oldugu gdsterilmistir (70). Bu nedenle
bu baglanma bolgesi oncelikli aday olarak belirlendi ve LRRIQI intron 8'in
tamamina Aile 1 ve Aile 2'de sanger dizileme islemi yapildi. Aile 1'de ilgili
degisikligin otozomal resesif kalitim kalibi kurallari ile uyumlu olarak kusaklar
arasi kalitildigi gozlendi (Sekil 4.13.). Aile 2 (Pakistan ailesi)'de ise intron 8'de
herhangi bir varyasyon saptanmadi. Benzer sekilde ALXI geninin distalindeki
transkripsiyon faktéri baglanmasi acisindan énem atfedilen 4 degisiklik her iki
ailede tarandi ve Aile 1'de tam segregasyon gozlendi fakat aile 2'de herhangi bir
degisiklik saptanmadi.
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5. TARTISMA

Bu calismada ALXI iliskili frontonazal displazi fenotipine (FND3) tam
benzerlik gésteren ancak sanger dizileme ile ALXI geninde mutasyon
saptanamayan yuz malformasyonlu ailelerde hastaliktan sorumlu genetik
etyolojinin bulunmasina calisitmistir. Acikca otozomal resesif kalitim kalibi
gosteren ve birkac kusakta FND3 malformasyonunun gozlendigi genis aile (Aile 1)
gen haritalama calismasi icin indeks aile olarak kullanilmis genom boyu SNP
genotipleme ve homozigotluk haritalamasi ile malformasyon genomda
kromozom 12q21.3 bélgesindeki yaklasik 7Mb'Lik bir araliga haritalanmstir.
Genomda baska hicbir bélgede hastalikla tam segregasyon gésteren homozigot
blok tespit edilememesi bu malformasyonun ilgili bélgeye kesin olarak
haritalanmasini olanakli kitmistir.

Bu bulguya ek olarak tamamen farkl bir etnik kokenden (Pakistan) gelen
ikinci ailenin de ayni bdlgede homozigot haplotip gdstermesi ilgili bulguyu
kuvvetlendirecek niteliktedir. Bu bélgede pek cok gen yer olmakla birlikte
ozellikle literatiirde FND Tip 3 ile iliskilendirilmis (4) ALXI geninin de 7Mb'lik
kritik alanda yer aldigi goérilmistir. Oldukca nadir gérilen FND Tip 3
malformasyonuna neden olan ALXI geninin bu bélgede bulunuyor olmasi ve DNA
dizi analizinde ALXI geninin kodlayan bdlgesinde mutasyon saptanamamis
olmasi genin regilasyonunda rol alan baz faktérlerde meydana gelen
degisikliklerin ilgili klinige neden olabilecedini akla getirmistir.

Regiilasonda rol alan en o6nemli bdlgeler promotor ve cok sayida
transkripsiyon faktériiniin baglandigi genin 5' ucunda yer alan yaklasik 5000
bazlik bir alandir. Tez kapsaminda ALXI geninin 6niindeki -4861 baz ciftlik bolge
tamamen dizilenmis bulunan varyantlarin dbSNP138 veri bankasinda yiiksek MAF
degerlerine sahip oldugunun gorilmesi ile bu dedisikliklerin hastaliktan sorumlu
olmadigina karar verilmistir. Bunu takiben UCSC verileri kullanilarak intronlar
ve 3' ucunda gene yakin yerlesimli aday bdlgeler secilmis ve bu alanlarin Sanger
dizilenmesi de tamamlanmistir (Sekil 4.10.). Burada tespit edilen varyantlar
icerisinde dBSNP veri bankasinda MAF dederi belirtilmeyen ve populasyon
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taramasinda homozigotluk verilerinin bulunmadigi tek degisiklik RS63339261
bazlik silinme oldugu gériilmiistiir. Bu degisiklik icin veri bankalarina (ensembl,
dbSNP) bakildiginda, dedisikligin heterezigot halinin farkli popiilasyonlarda
gorildigid ancak homozigotlugu hakkinda popiilasyon verisinin bulunmadigi
saptanmistir. iLgili dedisikligin farkli popiilasyonlarda tekrarlamali olarak
bildirilmesi dedisikligin hastaliktan sorumlu olmayip toplumda rastlanan bir
polimorfizm oldugunu disindirmekteyse de, homozigotluk gézlenmemesi bu
degisikligin tam olarak dislanmasini engellemistir.

Son yillarda giderek hiz kazanan yiksek co6ziindrlikli genom analiz
calismalari genomda koda ddniismeyen (non-coding genom bélgeleri)
alanlardaki mutasyonlarin hastaliklarin etyolojisinde rol aldigina kanitlar
sunmaktadir (52, 53). insan genomu 3.2 milyar baz ciftinden olusmaktadir ve
bundan meydana gelen yaklasik 19.000 gen, 200.000 ekzon bulunmaktadir (71-
73). Genomun sadece %1.5'lik bolimi protein kodlamaktadir. Geriye kalan
%98.5'lik boliime non coding DNA adi verilir. Kodlanmayan genomik bélgelerde;
gen ekspresyonunu diizenleyen promotor ve geni ekspresyonunu aktive eden
(enhancer) bélgeler, intronik boliimler, Lokus kontrol bolgeleri bulunmaktadir
(Sekil 5.1). Bunlardan intronik béliimler genomun %26'sini olustururken,
genomun %20'lik béliiminin gen regilasyonundan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (74).

Gen Boélgesi

~.
- Y

Kodlanmayan Bdlge

5' 3
—— ( —— d L

Regiilator Promoter 5'UTR Ekzon intron Ekzon intron Ekzon 3'UTR Regiilator

Elemanlar TATA box Elemanlar

Sekil 5.1. Genom bélgelerinin gésterimi
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Bu bélgelerin genomu nasil regiile ettigini aciklamak icin 2003 yilinda
ENCODE (The ENCyclopedia Of DNA Elements) projesi baslatitmis (75) ve ilk
verilere 2012 yilinda ulasilmaya baslanmistir (76). ENCODE kapsaminda;
transkripsiyon faktérii baglanma bélgeleri, baglanilan genomik dizinin motifi,
histon modifikasyonlari yapan genomik diziler, genlerin promotor bdlgeleri,
enhancer bélgeleri, DNase | hassas bdlgeler, tiirler arasi korunmus bélgeler, DNA
metilasyonunun meydana geldigi DNA dizileri, kodlanmayan gen bdlgelerinin
karakterizasyonu, miRNA ve LincRNA bélgelerinin tespiti basliklarinda calismalar
yapilmaktadir (77).

ENCODE verileri insan Genom Projesi (iGP) kapsaminda gelistirilmis olan
veri bankalari ile (UCSC ve Ensembl) baglantili hale getirilmis durumdadir. Bu
veriler kullanilarak tez kapsaminda tamamlanan tiim ekzom ve tim genom
dizileme verileri bélgeye 6zel anotasyon yapma amacli olarak kullanilabilmis,
varyant filtreleme asamalari sonucunda kritik olarak saptanan 464 varyantin
tamami fonksiyonda onemi olabilecek iic parametre (TF baglanma bdlgesi
olmasi, DNase | hassasiyeti ve tiirler arasi korunmusluk) ile eslestirilerek
gorsellestirilmistir (Sekil 4.12.). Bu analiz ilk planda 3 bdlgede bulunan 5
degisikligin kritik regilator bdlgelerle iliskisini gostermistir (Sekil 5.2). B
degisiklerin MAF degerleri veri bankalarinda (Ensembl, dbSNP138) rapor
edilmemistir. Ayrica Tiirk popiilasyonuna ait veri havuzunda (TUBITAK-IGBAM)
da gozlenmemistir.

chr12:85,427,968-85,874,924 446,957 bp. | enter position, gene symbol or search terms S
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Sekil 5.2. Transkripsiyon faktori baglanma, DNase | hassasiyeti ve tiirler

arasi korunmusluk dikkate alinarak kritik oldugu distiniilen 5 dedisikligin genom
tizerine anotasyonu. Degisiklikler kirmizi ile gosterilmistir.
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Bu degisikliklerden; 1-) ALXI geninin 5' yoniinde 214.167 baz uzagina
yerlesim gosteren, LRRIQI geni intronik bélgesine denk gelen heterezigot chrl2
g.[85459869 G>A] pozisyona sahip degisikliktir ve USF-1 ve GATA3 transkripsiyon
faktérlerinin  baglanma bdlgesidir. Yapilan calismalarda GATA3 erken
embriyolojik siirecte néronal gelisimde énemli oldugu gdsterilmistir (78). USF1
transkripsiyon faktoriiniin ise erken embriyojenik dénemde osteoklastogenezis
icin 6nemli oldugu gosterilmistir (70). Hastalarda yiiz gelisiminde defekt oldugu
icin USF1 baglanma bélgesinde meydana gelebilecek degisikligin klinige neden
olabilecegi diisiiniilmustiir. 2-) ALXI geninin 3' yoniinde 65.954 baz cifti uzagina
yerlesim godsteren chrl2 g.[85761515 G>A] pozisyona sahip degisikliktir ve TCF12
transkripsiyon faktorii baglanma bélgesidir. Yapilan calismalarda TCF12'nin
heliks kivrim heliks motifinde bir transkripsiyon faktéri oldugu, kas gelisiminde
onemli gorev aldigr gosterilmistir (79). Ayni zamanda mutasyonlari kemiklerin
erken kapandigi koronal kraniosinostoza neden oldugu bildirilmistir (80). 3-) geri
kalan 3 degisiklik tek bir lokalizasyonda bulunmaktadir. Bunlar ALXI geninin 3'
ybninde 167.194 baz uzagina yerlesim gb6steren pek cok transkripsiyon
faktoriiniin (CTCF, ARID3A, POU2F2, FOSL2, RFX5, ZNF143, FOS, JUN, JUND,
BACH1, MAFK, CEBPB, BATF) baglandi§i chrl2 q.[85862755 T>C] , chrl2
g.[85862762 A>G], chrl2 g.[85862766 G>A] pozisyonuna sahip degisiklikler
seklindedir. Bu varyantlarin tamaminin tim aile bireylerinde dizilenmesi
yapilarak ailede otozomal resesif kalitimdan beklenen segregasyonun gozlendigi
tespit edilmis ancak bolgeye homozigotluk gésteren Pakistan kokenli ailede ilgili
bdlgelerde herhangi bir varyant tespit edilememesi nedeni ile bu bdlgelerin
hastalikla kesin iliskisi kanitlanamamistir.

ALXI geninde 6zellikle 3' ucundaki degisikliklerin genin ifadesi lzerinde
etkili oldugu yéniinde kanitlar vardir.

Ornek olarak daha énce literatiirde ALXI geninin de iiyesi oldugu PRD
sinifi  bir homeobox geni olan PAX6 geninin mutasyonlari aniridi ile
iliskilendirilmistir (83). PAX6 geni tiirler arasi oldukca korunmus yakin ve uzak
yerlesimli geni regiile eden elementler (cis acting) ile cevrelenmistir (82, 83).



61

Yapilan calismalarda PAX6 geninin 3' ucunda meydana gelen genomik
diizenlenmelerin de genin ekspresyonunu etkiledigi ve béylelikle aniridi klinigine
neden oldugu gdsterilmis, (84) genin 3' ucuna regiilasyondan sorumlu baz
molekiillerin baglanabilecegi diisiiniilmiistiir (84). Daha sonra yapilan calismalar
ile genin 3' ucunda yaklasik 150kb uzaginda SIMO adi verilen bir transkripsiyon
faktoriiniin baglanma bélgesi bulunmustur (85). Bu transkripsiyon faktériiniin
genin kodlanmayan bdlgesine baglanarak PAX6 gen ekspresyonunu cis-acting
element olarak regiile ettigi gosterilmis, SIMO baglanma bdélgesindeki mutasyon
da aniridi klinigi ile iligkilendirilmistir (85).

Yine farelerde yapilan calismalar ALXI geninin 3'ucunda yer alan OAR
domainin de genin ifadesini diizenleyici etki yapan molekiiler bir mekanizma

olarak calistigini diisiindiirmektedir (39).

ALXI geninin 3' distal yoniinde yer alan yaklasik 2Mb'lik bir alan tez
iceriginde saptanan kritik bolgeye isabet etmektedir. Bu bdlgede bulunan ve
dbSNP138 veri bankasi ile Tiirk popiilasyonu verilerinde rapor edilmeyen 131 adet
yeni degisiklik tespit edilmistir. Bunlardan 13 tanesi bilinen bir transkripsiyon
faktori baglanma bélgesine denk gelmektedir. Bu faktérlerden yukarida soz
edildigi sekilde TCF12 koronal kraniosinostozlarla iliskilendirilmesi nedeniye
onemli bir aday olarak dustinilmis digerlerinde dogrudan fonksiyon iliskisi
kurulamamistir. Bununla birlikte literatiirde bildirilen ALXI geni 3'UTR bélgesine
yaklasik 3.4kb uzaklikta yer alan translokasyon vakasindan elde edilen bulgular
kritik bolge arayisinda her zaman regilator bir elmanin aranmasinin gerekli
olmadigini da ortaya koyar niteliktedir (86). Bu translokasyon vakasinda hastanin
klinik 6zellikleri arasinda dogrudan FND3 malformasyonu ile ilgili bir bulgu
belirtilmese de zeka geriligi, mikrosefali yanisira hafif kraniofasial bulgular da
rapor edilmistir. Yapilan calismada bu translokasyon bélgesinde herhangi bir
reglilatér eleman saptanmamis olmakla birlikte 3'UTR'da meydana gelen kirilma
sonrasi ALXI gen regiilasyonunun bozuldugu dolayisiyla klinie bu durumun
neden olabilecedi sdylenmistir (86).

Bu bulgularla uyumlu olarak ALXI geninin 3' ucunda evrimsel olarak
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yiksek diizeyde korunmus boélgeler de bilinmektedir. Bunlardan 6zellikle ALXI
geni 3' UTR bdlgesine, cok yakin yerlesimili, 2kb uzaklikta bulunan
chr12:85,696,221-85,696,524 pozisyonundaki bélge herhangi bir transkripsiyon
faktéri baglanma bélgesi olmamakla birlikte evrimsel acidan ileri derecede
korunmus durumdadir. Tez kapsaminda bu bélgeye herhangi bir dedisikligin
isabet etmedigi gérilmdstiir. Yine de PRD sinifi gen ailelerinde genlerin 3' distal
bolgelerinin gen regiilasyonlarindaki 6nemi goz oniine alinarak 2Mb'lik alanda
yer alan 131 degisikligin tamaminin aday oldugu distinilmustdr.

Literatiirde genden cok uzak bdlgelere yerlesim gdsteren bazi regiilator
dizilerinin 6nemli olabilecedi gésterilmis, bulunan regiilator diziler transgenik
fareler tizerinde calisilmis ve sonucta hastalikla ilgili gen dizisinde degisiklik
olmaksizin cis-acting element dizilerinde meydana gelen degisikliklerin ayni
hastaliga yol actigi gosterilmistir (87). Bu verilerden hareketle yiiz gelisiminde
gorev alan énemli genler ve bu genlere ait bulunan regiilatér bolgelerin temsil

edildigi FaceBase veritabani yapilmistir (https://www.facebase.org/). FaceBase
veri tabani kullanilarak kromozom 12q21.3'de yer alan kritik aralikta yiiz gelisimi
ile ilgili regilatoér bir bolge olup olmadigi arastiritmistir. Fakat ilgili bélgede
heniiz bir regiilatér Lokus tanimlanmadigi gorilmiusgtir.

Tespit edilen degisikliklerin ilgili klinik ile iliskilendirilmesinde yeteri kanit
olmamasi uzerine gende kopya sayisi dedisimi olup olmadigi sorusu akla
gelmistir. Yeni nesil dizileme genlerdeki bilyilk duplikasyonlari tespit etmekte
yetersiz kalmaktadir. Bu gobze alinarak ALXI geninde kopya sayisi artisi
quantitative PZR ve MLPA yodntemi ile degerlendirilmistir. Her iki analizde de
kopya sayisinda artma/azalma gozlenmemistir. Buna ek olarak ALXI geninin
ekspresyon diizeyini etkileyen hentiiz belirlenemeyen bir varyant oldugu
varsayilarak bir bireyden (57 numarali birey) hiicre kiiltiir materyali (izerinde
ekspresyon calismasi yapilmis ve ALXI mRNA'sinin hastada intakt oldugu
gorilmustir. Fakat tek birey calisildigi icin gen ekspresyonun goéreceli
kantitasyonu hakkinda fikir edinilememistir.

Bu bulgular isiginda Aile 1'de hasta bireylerin tamami, tasiyici bireyler ve
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bélgeye homozigotluk gdsteren Aile 2'deki hasta bireyi de kapsayacak sekilde
bélgeye 06zgl yiiksek cozindrlikli dizileme calismasinin (targeted deep
sequencing) yapilmasinin gerekli olduguna karar verilmistir.

Sonuc olarak;

bu calismada FND tip 3 malformasyonu ile uyumlu ailelerde ALXI geni
kodlayan bélgesinde mutasyon saptanamamasi Uzerine baslatilan genom boyu
SNP cip genotipleme ve homozigotluk analizinde malformasyon ALXI geninin
kritik aralikta yer aldigi kromozom 12g21.3 bélgesine haritalanmasi ile genin
regiilasyonunu bozan kodlanmayan bélge degisikliklerinin hastaliktan sorumlu
olacadi dustinilmdistiir. Bu kapsamda genom boyu ekzom ve tiim genom dizileme
calismasinda kritik bdlgede yer alan 464 varyant saptanmis kod yazilimlari ile
bélgeye 6zgi anotasyon uygulanmis, ailede tam segregasyon gésteren Kkritik
varyantlar belirlenmistir.



64

6.SONUCLAR

1- Oldukca nadir gézlenen FND tip 3 klinigine sahip diinyadaki ikinci biytk
aile (Aile 1) saptanmistir. Beklenildiginin aksine ALXI geni kodlayan bdlgesinde

mutasyon saptanmamistir.

2- Genom boyu homozigotluk analizi ile malformasyonun kesin oarak
12g21.3 bélgesine haritalamasi yapilmistir.

3- ilgili bélgede ALXI geninin yer almasi nedeni ile geni regiile eden
kodlanmayan bélge degisikliklerinin klinige neden olabilecegi diisiintilmusgtir.

4- Kod yaziimi ile bélgeye 6zgli anotasyon yapilmis ve bunun
gorsellestirilmesi saglanmistir. Kritik bélgede hastaliktan sorumlu olabilecek
464 degisiklik bulunmustur.

5- Regiilator bélgede degisiklikler saptanmakla birlikte ikinci ailede (Aile
2) aym degisikliklerin  gosterilememesi nedeniyle bulgular heniiz

dogrulanmamistir.
6- ALXI geninde kopya sayisi degisikligi bulunmamistir.

7- ALXI mRNA'sinin intakt oldudu gdsterilmis ekspresyonun gdrece
kantitasyonu hakkinda bilgi elde edilememistir.

8- Yeni nesil dizileme sonrasi elde edilen yiiksek miktardaki verinin
analizinde Tirk popilasyon veri bankasinin gerekliligi carpici  sekilde
gosterilmigtir. iLeri nesil dizileme analizlerinin genom boyu

baglanti/homozigotluk analizleri ile birlestirilmesi kritik 6neme sahiptir.
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EKLER

EK-1

Ek-1a. ALX1 Geni Gercek Zamanli PCR icin Tasarlanan Primerler

Exon Primer Dizisi Annealing | Bant

°C Uzunlugu (bp)
Exon 1F GTTTGAAAGGAGGTCTTCCA 57 166
Exon 1R GCAGCTTATTGTGGTATCCT

Ek-1b. ALX1 Promotor, 5'UTR, intronik Bolgeler, 3'UTR igin Tasarlanan

Primerler
Primer Dizisi Annealing | Bant
°C Uzunlugu (bp)

ALX1-Y-26000F AGTAGGCCAAAGATGTAGACAGATAG | 59 765
ALX1-Y-26000R TCAGTTATGAAATCTAAGGGACCA
ALX1-19000F TATTCGGTATCCAGGCAACA 59 591
ALX1-19000R CCACCAAGAGAACAGCACTAAA
ALX1-13700F TGGATGGATTCTTGTAATGAGAG 58 559
ALX1-13700R GTAGCACCTTGGCTTGTTATTG
ALX1-6500F TTGGAAACTGAAAGATGATGTAA 57 1215
ALX1-6500R CTATCCCGAGCAACACAGA
ALX1-YY-P4000-LS1F | ATAAGCCTCAAACTCTCACTGC 58 897
ALX1-YY-P4000-LS1R | GAGAGGAGGTAGGAGAGCAAC
ALX1-P4000-L2F AACATTCGTTATGGGAGTTTG 57 1500
ALX1-P4000-L2R AGCCAGACAGGTTTTGGTC
ALX1-Y-1500F GACTTGTCTGGGGAAACG 55 472
ALX1-Y-1500R GTTACAAATAGGGGTTTATGAAGA
ALX1-In1-L1F TCCTTTCGCTGTAGGGTCTG 59 1369
ALX1-In1-L1R ATCAGAGAGGCTAAGGGCATC
ALX1-In2-L1F GGATGGGATAGGAAAATAAATGG 60 1579
ALX1-In2-L1R AGGCTCAAGACATCAACAACAAC
ALX1-In2-L2F TCGTTCTCTTTCCTGCTTTG 58 1644
ALX1-In2-L2R GCTTTTCGCTTGTTGTATTTG
ALX1-In3-2000F TTTGAACTACTTGACTGTGGTGA 57 579
ALX1-In3-2000R CAACATTCCCATGATTTGTG
ALX1-In3-6000F TAGGACTTGTCTCCTTCAACCA 58 545
ALX1-In3-6000R CACTGTAGCTAACTGTACCTTCACC
ALX1-In3-7000F GTCCATAAATGACTCCAAGCA 57 490
ALX1-In3-7000R TTCTTTGGTGTTGACTGTATTCTTA
ALX1-In3-8500F TGTAAACATTATGCCAAAGAGGA 58 639
ALX1-In3-8500R AAAGTGGATTTTGTTGTTCTAACC
ALX1-3'UTRF GAATGAAAGCCAAGGAGCA 59 502
ALX1-3'UTRR TCCCCAGAACACCCTGATT
ALX1-dws1500-L1F TTTACCATGTGCCAGTCTCC 57 1625




ALX1-dws1500-L1R

GGTACTAGCCAAGGGATACTAA

ALX1-dws9000-Y-L1F | ATTCAAGCCACGGACTTTGT 58 690
ALX1-dws9000-S1-1R | ACATGAGCCTAGCAAATTCTCT

ALX1-dws9000-S1-1F | CCCACCTGGCTAAAGTCTGT 57 828
ALX1-dws9000-S1-2R | TGCTAGATGAGGGATGGTGT

ALX1-dws9000-S1-2F | CCAATAGTGTACATTGCTTCGAGT 58 784
ALX1-dws9000-Y-L1R | TGGTCCACTTTACAAGGTCAA

ALX1-dws-65000-F AAATAAGGCCCCTTGTACTTGA 59 280
ALX1-dws-65000-R CACACCCATTCACTTAACCACT

ALX1-dws-167000-F ACAGTGAAGCAAAAGCTGAGTC 58 410
ALX1-dws-167000-R ACTGCTGTTTAAGGCATTGAGA

USF-BR1-F TTTGCACAGCCTGAGTAATTGT 59 874
USF-BR1-R CTTGAGCCTGATGCCTTAAGTT

USF-BR2-F TGGGAGCTACCAAGGTAACAGT 60 975
USF-BR2-R CACACTCAATAGCCTCAATATGGT




EK-2
.bed Dosyasi Yapimi

.bed file ucsc genome browser (zerinde istenilen dedgisikliklerin
(delesyon, duplikasyon, tek niikleotid degisikligi gibi) gorsellestirilmesini
saglayan bir kod yazilimidir. Esasen var olan uscs sekmelerine manuel yeni bir
sekme ekleme islemidir.

Sirasiyla;

) 1-Kodun baslangic satiri ekranda gésterilecek araligi ifade eder.

Ornegin 'browser position chrl2:85459868-85862767' yazilirsa eder, genom
Uzerinde 12. kromozomun 85459868-85862767 arasindaki bdlge ekrana
gelecektir.

2-ikinci satirda yiikledigimiz track ismini ifade ettigimiz, ve renk kodunu
acik oldugunu ifade eden bir kod yazilir.
Ornegin ' track name="CHR12CR" description="criticalregion” visibility=2
itemRgb="0n"

3-Uciincii satirda ise kromozom numarasi, pozisyonu, degisikligin adi,
yonii (forward +, reverse -) ve rengini ifade eden kod yazilir.

Ornegin ‘chrl2 85459868 85459870 LRRIQ1 0 + 85459868 85459870 255,0,0'
Bu kisim yazilirken dikkat edilmesi gereken her parametre arasina bir 'tab’
birakilmasidir (Sekil 1).

browser position chrl2:85459868-85862767

track name="CHR12CR” description=“criticalregion” visibility=2 itemRgb="0On"
chrl2 85459868 85459870 LRRIQ1 © + 85459868 85459870 255,0,0
chrl2 85761514 85761516 IGR @ + 85761514 85761516 255,0,9
chrl2 85862754 85862756 IGR @ + 85862754 85862756 255,0,9
chrl2 85862761 85862763 IGR @ + 85862761 85862763 255,0,0

Sekil 1. .bed dosyasi g6sterimi

Kod yazildiktan sonra ucsc ana sayfasindaki ‘'manage tracks' sekmesine
acilir, acilan sayfada '‘add custom trucks' acilir, acilan sayfada ‘browse’ acilir,
dosya bilgisayardaki yeri isaretlenip ytiklenir.



EK-3
Sanger Dizileme ile Taranan Bolgelerin Gosterimi Icin Yazilan .ded Dosyasi

browser position chrl2:85650485-85867858

track name="sagner" description="chr12ALX_rs" visibility=2 itemRgb="0n"

chri2 85654451 85655019 Sagner 0 + 85654451 85655019 249,0,0
chri2 85660081 85660582 Sagner 0 + 85660081 85660582 249,0,0
chri2 85666598 85667776 Sagner 0 + 85666598 85667776 249,0,0
chri2 85669091 85680819 Sagner 0 + 85669091 85680819 249,0,0
chri2 85682775 85683279 Sagner 0 + 85682775 85683279 249,0,0
chri2 85687948 85688273 Sagner 0 + 85687948 85688273 249,0,0
chri2 85689374 85689924 Sagner 0 + 85689374 85689924 249,0,0
chri2 85694723 85697021 Sagner 0 + 85694723 85697021 249,0,0
chri2 85702054 85705015 Sagner 0 + 85702054 85705015 249,0,0
chri2 85761453 85761736 Sagner 0 + 85761453 85761736 249,0,0
chri2 85862661 85863067 Sagner 0 + 85862661 85863067 249,0,0

browser position chrl2:80513702-87328924

Tiim Degisikliklerin Bolgede Gdsterimi Icin Yazilan .bed Dosyasi

track name="CHR12CR" description="criticalregion" visibility=2 itemRgb="0n"

chri2 80519709 80519711 IGR 0 + 80519709 80519711 0,0,255
chri2 80519962 80519964 IGR 0 + 80519962 80519964 0,0,255
chri2 80525582 80525584 IGR 0 + 80525582 80525584 0,0,255
chri2 80540068 80540070 IGR 0 + 80540068 80540070 0,0,255
chri2 80563992 80563994 IGR 0 + 80563992 80563994 0,0,255
chri2 80565190 80565192 IGR 0 + 80565190 80565192 0,0,255
chri2 80575027 80575029 IGR 0 + 80575027 80575029 0,0,255
chri2 80612574 80612577 OTOGL O + 80612574 80612577 0,0,255
chri2 80620876 80620878 OTOGL 0 + 80620876 80620878 0,0,255
chri2 80623771 80623773 OTOGL 0 + 80623771 80623773 255,0,0
chri2 80637595 80637597 OTOGL 0 + 80637595 80637597 0,0,255
chri2 80637631 80637633 OTOGL O + 80637631 80637633 0,0,255
chri2 80661186 80661188 OTOGL 0 + 80661186 80661188 0,0,255
chri2 80673568 80673570 OTOGL 0 + 80673568 80673570 0,0,255
chri2 80677078 80677080 OTOGL 0 + 80677078 80677080 0,0,255
chri2 80693389 80693391 OTOGL 0 + 80693389 80693391 255,0,0
chri2 80718810 80718812 OTOGL O + 80718810 80718812 0,0,255
chri2 80726078 80726080 OTOGL 0 + 80726078 80726080 0,0,255
chri2 80736908 80736910 OTOGL 0 + 80736908 80736910 0,0,255
chri2 80748986 80748988 OTOGL 0 + 80748986 80748988 0,0,255
chri2 80749245 80749247 OTOGL 0 + 80749245 80749247 0,0,255
chri2 80754219 80754221 OTOGL O + 80754219 80754221 0,0,255
chri2 80765682 80765687 OTOGL 0 + 80765682 80765687 0,0,255
chri2 80765686 80765688 OTOGL 0 + 80765686 80765688 0,0,255
chri2 80828303 80828305 IGR 0 + 80828303 80828305 0,0,255
chri2 80841863 80841865 PTPRQ 0 + 80841863 80841865 0,0,255
chri2 80842909 80842911 PTPRQ O + 80842909 80842911 0,0,255
chri2 80842910 80842912 PTPRQ O + 80842910 80842912 0,0,255
chri2 80842912 80842914 PTPRQ O + 80842912 80842914 0,0,255
chri2 80909520 80909523 PTPRQ 0 + 80909520 80909523 0,0,255
chri2 80947133 80947135 PTPRQ O + 80947133 80947135 0,0,255
chri2 80967173 80967175 PTPRQ 0 + 80967173 80967175 0,0,255
chri2 81146902 81146904 IGR 0 + 81146902 81146904 0,0,255
chri2 81159689 81159691 IGR 0 + 81159689 81159691 0,0,255
chri2 81168524 81168526 IGR 0 + 81168524 81168526 0,0,255
chri2 81199744 81199746 LIN7A 0 + 81199744 81199746 0,0,255
chri2 81217866 81217868 LIN7A 0 + 81217866 81217868 0,0,255
chri2 81323421 81323423 LIN7A 0 + 81323421 81323423 0,0,255
chri2 81372022 81372024 IGR 0 + 81372022 81372024 0,0,255
chri2 81373373 81373378 IGR 0 + 81373373 81373378 255,0,0
chri2 81373386 81373391 IGR 0 + 81373386 81373391 255,0,0
chri2 81411823 81411825 IGR 0 + 81411823 81411825 0,0,255
chri2 81416331 81416333 IGR 0 + 81416331 81416333 0,0,255
chri2 81425272 81425278 IGR 0 + 81425272 81425278 0,0,255
chri2 81587771 81587773 ACSS3 0 + 81587771 81587773 0,0,255
chri2 81607759 81607761 ACSS3 0 + 81607759 81607761 0,0,255
chri2 81618351 81618357 ACSS3 0 + 81618351 81618357 0,0,255
chri2 81714833 81714835 PPFIA2 0 + 81714833 81714835 0,0,255
chri2 81720852 81720854 PPFIA2 0 + 81720852 81720854 0,0,255
chri2 81856363 81856367 PPFIA2 0 + 81856363 81856367 0,0,255
chri2 81856650 81856652 PPFIA2 0 + 81856650 81856652 0,0,255
chri2 81927470 81927476 PPFIA2 0 + 81927470 81927476 0,0,255
chri2 81927470 81927476 PPFIA2 0 + 81927470 81927476 0,0,255
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81960349 81960351 PPFIA2
82013911 82013913 PPFIA2
82126291 82126293 PPFIA2
82145312 82145318 PPFIA2
82192743 82192745 IGR
82242198 82242200 IGR
82300525 82300527 IGR
82316063 82316065 IGR

82357860 82357862 L0OC101928449

82411545 82411547 IGR
82463597 82463599 IGR
82486198 82486200 IGR
82495892 82495894 IGR
82498652 82498666 IGR
82499069 82499073 IGR
82499069 82499073 IGR
82517511 82517513 IGR
82560093 82560095 IGR
82565657 82565659 IGR
82611288 82611290 IGR
82613811 82613813 IGR
82615267 82615270 IGR
82615267 82615270 IGR
82618120 82618122 IGR
82618869 82618872 IGR
82631145 82631149 IGR
82631145 82631149 IGR
82631439 82631443 IGR
82632550 82632553 IGR
82638656 82638668 IGR
82642190 82642198 IGR
82642190 82642198 IGR
82642221 82642223 IGR
82680408 82680410 IGR
82698565 82698567 IGR
82707290 82707292 IGR
82715318 82715320 IGR
82720930 82720932 IGR
82737439 82737441 IGR

oOooooooo
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82770751 82770753 METTL25 0
82786440 82786442 METTL25 0
82786441 82786443 METTL25 0
82846765 82846767 METTL25 0
82858549 82858551 METTL25 0
82859769 82859771 METTL25 0
82867263 82867265 METTL25 0

82932517 82932519 IGR
82955105 82955107 IGR
82955806 82955808 IGR
82963681 82963684 IGR
83022999 83023002 IGR
83023070 83023072 IGR
83023074 83023076 IGR
83023075 83023077 IGR
83023078 83023080 IGR
83030164 83030166 IGR
83071861 83071863 IGR
83110288 83110290 TMTC2
83183953 83183955 TMTC2
83239721 83239723 TMTC2
83239721 83239725 TMTC2
83259815 83259817 TMTC2
83260022 83260025 TMTC2
83262477 83262480 TMTC2
83262477 83262480 TMTC2
83265459 83265473 TMTC2
83265843 83265846 TMTC2
83279314 83279317 TMTC2
83298760 83298762 TMTC2
83301251 83301253 TMTC2
83301475 83301477 TMTC2
83329026 83329028 TMTC2
83342154 83342156 TMTC2
83418978 83418981 TMTC2
83420483 83420491 TMTC2
83427588 83427592 TMTC2
83484747 83484749 TMTC2
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81960349 81960351 0,0,255
82013911 82013913 0,0,255
82126291 82126293 0,0,255
82145312 82145318 0,0,255
82192743 82192745 255,0,0
82242198 82242200 0,0,255
82300525 82300527 0,0,255
82316063 82316065 0,0,255

+ 82357860 82357862 0,0,255

82411545 82411547 0,0,255
82463597 82463599 0,0,255
82486198 82486200 0,0,255
82495892 82495894 0,0,255
82498652 82498666 0,0,255
82499069 82499073 0,0,255
82499069 82499073 0,0,255
82517511 82517513 0,0,255
82560093 82560095 0,0,255
82565657 82565659 0,0,255
82611288 82611290 0,0,255
82613811 82613813 0,0,255
82615267 82615270 0,0,255
82615267 82615270 0,0,255
82618120 82618122 0,0,255
82618869 82618872 0,0,255
82631145 82631149 0,0,255
82631145 82631149 0,0,255
82631439 82631443 0,0,255
82632550 82632553 0,0,255
82638656 82638668 0,0,255
82642190 82642198 0,0,255
82642190 82642198 0,0,255
82642221 82642223 0,0,255
82680408 82680410 0,0,255
82698565 82698567 0,0,255
82707290 82707292 0,0,255
82715318 82715320 0,0,255
82720930 82720932 255,0,0
82737439 82737441 0,0,255
82770751 82770753 0,0,255
82786440 82786442 0,0,255
82786441 82786443 0,0,255
82846765 82846767 0,0,255
82858549 82858551 0,0,255
82859769 82859771 0,0,255
82867263 82867265 0,0,255
82932517 82932519 0,0,255
82955105 82955107 0,0,255
82955806 82955808 0,0,255
82963681 82963684 0,0,255
83022999 83023002 0,0,255
83023070 83023072 0,0,255
83023074 83023076 0,0,255
83023075 83023077 0,0,255
83023078 83023080 0,0,255
83030164 83030166 0,0,255
83071861 83071863 0,0,255
83110288 83110290 0,0,255
83183953 83183955 0,0,255
83239721 83239723 0,0,255
83239721 83239725 0,0,255
83259815 83259817 0,0,255
83260022 83260025 0,0,255
83262477 83262480 0,0,255
83262477 83262480 0,0,255
83265459 83265473 0,0,255
83265843 83265846 0,0,255
83279314 83279317 0,0,255
83298760 83298762 0,0,255
83301251 83301253 0,0,255
83301475 83301477 255,0,0
83329026 83329028 0,0,255
83342154 83342156 0,0,255
83418978 83418981 0,0,255
83420483 83420491 0,0,255
83427588 83427592 0,0,255
83484747 83484749 0,0,255
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83566646 83566648 IGR
83589429 83589431 IGR
83589431 83589433 IGR
83602270 83602272 IGR
83620360 83620362 IGR
83620371 83620373 IGR
83627076 83627078 IGR
83627076 83627078 IGR
83627076 83627078 IGR
83629181 83629183 IGR
83629182 83629184 IGR
83629315 83629317 IGR
83644471 83644473 IGR
83660903 83660905 IGR
83669155 83669157 IGR
83685255 83685257 IGR
83735933 83735938 IGR
83763584 83763586 IGR
83782223 83782225 IGR
83793754 83793756 IGR
83851484 83851486 IGR
83851496 83851498 IGR
83865000 83865002 IGR
83865713 83865715 IGR
83880293 83880295 IGR
83881820 83881822 IGR
83882717 83882719 IGR
83884632 83884634 IGR
83889969 83889971 IGR
83898292 83898295 IGR
83899135 83899139 IGR
83921240 83921242 IGR
83936500 83936504 IGR
83957914 83957916 IGR
83963758 83963760 IGR
83979436 83979438 IGR
83983447 83983449 IGR
83985867 83985869 IGR
83991305 83991309 IGR
83991305 83991309 IGR
83994357 83994359 IGR
83999200 83999204 IGR
83999200 83999204 IGR
84011923 84011925 IGR
84012891 84012893 IGR
84016327 84016329 IGR
84016814 84016816 IGR
84019207 84019209 IGR
84025219 84025225 IGR
84026890 84026893 IGR
84026890 84026893 IGR
84027282 84027288 IGR
84028306 84028308 IGR
84038347 84038351 IGR
84039305 84039307 IGR
84039323 84039325 IGR
84051468 84051473 IGR
84051725 84051729 IGR
84068514 84068516 IGR
84068601 84068603 IGR
84068834 84068836 IGR
84070290 84070292 IGR
84070365 84070367 IGR
84070365 84070368 IGR
84075685 84075687 IGR
84080155 84080157 IGR
84094786 84094794 IGR
84103314 84103316 IGR
84114790 84114792 IGR
84128401 84128403 IGR
84134887 84134889 IGR
84144519 84144521 IGR
84152785 84152787 IGR
84156185 84156187 IGR
84166673 84166675 IGR
84222312 84222314 IGR
84226955 84226959 IGR
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83566646 83566648 0,0,255
83589429 83589431 0,0,255
83589431 83589433 0,0,255
83602270 83602272 0,0,255
83620360 83620362 0,0,255
83620371 83620373 0,0,255
83627076 83627078 0,0,255
83627076 83627078 0,0,255
83627076 83627078 0,0,255
83629181 83629183 0,0,255
83629182 83629184 0,0,255
83629315 83629317 0,0,255
83644471 83644473 0,0,255
83660903 83660905 0,0,255
83669155 83669157 0,0,255
83685255 83685257 0,0,255
83735933 83735938 0,0,255
83763584 83763586 0,0,255
83782223 83782225 0,0,255
83793754 83793756 0,0,255
83851484 83851486 0,0,255
83851496 83851498 0,0,255
83865000 83865002 0,0,255
83865713 83865715 0,0,255
83880293 83880295 0,0,255
83881820 83881822 0,0,255
83882717 83882719 0,0,255
83884632 83884634 0,0,255
83889969 83889971 0,0,255
83898292 83898295 0,0,255
83899135 83899139 0,0,255
83921240 83921242 0,0,255
83936500 83936504 0,0,255
83957914 83957916 0,0,255
83963758 83963760 0,0,255
83979436 83979438 0,0,255
83983447 83983449 0,0,255
83985867 83985869 0,0,255
83991305 83991309 0,0,255
83991305 83991309 0,0,255
83994357 83994359 0,0,255
83999200 83999204 0,0,255
83999200 83999204 0,0,255
84011923 84011925 0,0,255
84012891 84012893 0,0,255
84016327 84016329 0,0,255
84016814 84016816 0,0,255
84019207 84019209 0,0,255
84025219 84025225 0,0,255
84026890 84026893 0,0,255
84026890 84026893 0,0,255
84027282 84027288 0,0,255
84028306 84028308 0,0,255
84038347 84038351 0,0,255
84039305 84039307 0,0,255
84039323 84039325 0,0,255
84051468 84051473 0,0,255
84051725 84051729 0,0,255
84068514 84068516 0,0,255
84068601 84068603 0,0,255
84068834 84068836 0,0,255
84070290 84070292 0,0,255
84070365 84070367 0,0,255
84070365 84070368 0,0,255
84075685 84075687 0,0,255
84080155 84080157 0,0,255
84094786 84094794 255,0,0
84103314 84103316 0,0,255
84114790 84114792 0,0,255
84128401 84128403 0,0,255
84134887 84134889 0,0,255
84144519 84144521 255,0,0
84152785 84152787 0,0,255
84156185 84156187 0,0,255
84166673 84166675 0,0,255
84222312 84222314 0,0,255
84226955 84226959 0,0,255
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84242346 84242348 IGR
84249737 84249739 IGR
84287767 84287771 IGR
84287767 84287771 IGR
84288646 84288648 IGR
84288819 84288821 IGR
84294879 84294892 IGR
84302887 84302889 IGR
84325920 84325922 IGR
84325922 84325924 IGR
84344909 84344911 IGR
84361517 84361519 IGR
84368296 84368298 IGR
84381497 84381499 IGR
84381515 84381517 IGR
84389514 84389516 IGR
84398030 84398032 IGR
84418434 84418436 IGR
84450788 84450790 IGR
84465188 84465190 IGR
84466125 84466127 IGR
84508619 84508625 IGR
84510985 84510987 IGR
84515390 84515392 IGR
84522293 84522295 IGR
84531784 84531786 IGR
84551491 84551493 IGR
84556719 84556721 IGR
84565758 84565760 IGR
84576178 84576180 IGR
84595102 84595104 IGR
84599711 84599714 IGR
84613099 84613101 IGR
84615164 84615166 IGR
84627601 84627603 IGR
84635782 84635784 IGR
84639696 84639698 IGR
84647545 84647547 IGR
84657548 84657550 IGR
84667961 84667963 IGR
84675292 84675295 IGR
84689839 84689841 IGR
84690413 84690416 IGR
84703442 84703445 IGR
84707226 84707228 IGR
84707338 84707341 IGR
84708404 84708412 IGR
84721642 84721648 IGR
84768908 84768910 IGR
84790925 84790927 IGR
84813726 84813731 IGR
84827043 84827045 IGR
84829828 84829830 IGR
84858643 84858646 IGR
84863449 84863451 IGR
84869394 84869396 IGR
84875044 84875046 IGR
84895288 84895293 IGR
84911473 84911475 IGR
84916561 84916563 IGR
84947767 84947769 IGR
84948149 84948151 IGR
84969246 84969248 IGR
85003607 85003609 IGR
85004174 85004193 IGR
85009327 85009329 IGR
85009416 85009418 IGR
85009509 85009511 IGR
85010033 85010035 IGR
85010034 85010036 IGR
85032607 85032609 IGR
85040497 85040499 IGR
85072456 85072466 IGR
85078399 85078401 IGR
85090965 85090967 IGR
85093403 85093405 IGR
85094143 85094145 IGR
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84242346 84242348 0,0,255
84249737 84249739 0,0,255
84287767 84287771 0,0,255
84287767 84287771 0,0,255
84288646 84288648 0,0,255
84288819 84288821 0,0,255
84294879 84294892 0,0,255
84302887 84302889 0,0,255
84325920 84325922 0,0,255
84325922 84325924 0,0,255
84344909 84344911 0,0,255
84361517 84361519 0,0,255
84368296 84368298 0,0,255
84381497 84381499 0,0,255
84381515 84381517 0,0,255
84389514 84389516 0,0,255
84398030 84398032 0,0,255
84418434 84418436 0,0,255
84450788 84450790 0,0,255
84465188 84465190 0,0,255
84466125 84466127 0,0,255
84508619 84508625 0,0,255
84510985 84510987 255,0,0
84515390 84515392 0,0,255
84522293 84522295 0,0,255
84531784 84531786 0,0,255
84551491 84551493 0,0,255
84556719 84556721 0,0,255
84565758 84565760 0,0,255
84576178 84576180 0,0,255
84595102 84595104 0,0,255
84599711 84599714 0,0,255
84613099 84613101 0,0,255
84615164 84615166 0,0,255
84627601 84627603 0,0,255
84635782 84635784 0,0,255
84639696 84639698 0,0,255
84647545 84647547 0,0,255
84657548 84657550 0,0,255
84667961 84667963 0,0,255
84675292 84675295 0,0,255
84689839 84689841 0,0,255
84690413 84690416 0,0,255
84703442 84703445 0,0,255
84707226 84707228 0,0,255
84707338 84707341 0,0,255
84708404 84708412 0,0,255
84721642 84721648 0,0,255
84768908 84768910 0,0,255
84790925 84790927 255,0,0
84813726 84813731 0,0,255
84827043 84827045 0,0,255
84829828 84829830 0,0,255
84858643 84858646 0,0,255
84863449 84863451 0,0,255
84869394 84869396 0,0,255
84875044 84875046 0,0,255
84895288 84895293 0,0,255
84911473 84911475 0,0,255
84916561 84916563 0,0,255
84947767 84947769 0,0,255
84948149 84948151 0,0,255
84969246 84969248 0,0,255
85003607 85003609 0,0,255
85004174 85004193 0,0,255
85009327 85009329 0,0,255
85009416 85009418 0,0,255
85009509 85009511 0,0,255
85010033 85010035 0,0,255
85010034 85010036 0,0,255
85032607 85032609 0,0,255
85040497 85040499 0,0,255
85072456 85072466 0,0,255
85078399 85078401 0,0,255
85090965 85090967 0,0,255
85093403 85093405 0,0,255
85094143 85094145 0,0,255
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85131494 85131496 IGR
85147326 85147328 IGR
85173834 85173836 IGR
85177611 85177613 IGR
85194533 85194535 IGR
85198192 85198194 IGR
85202542 85202545 IGR
85202549 85202551 IGR
85202870 85202872 IGR
85247722 85247724 IGR
85263237 85263239 SLC6A15
85269465 85269480 SLC6A15
85295123 85295125 SLC6A15
85311337 85311339 SLC6A15
85323555 85323557 IGR
85328233 85328235 IGR
85338837 85338839 IGR
85356652 85356654 IGR
85357768 85357770 IGR
85368179 85368181 IGR
85381160 85381166 IGR
85381160 85381166 IGR
85459868 85459870 LRRIQ1
85461315 85461317 LRRIQ1
85476056 85476058 LRRIQ1
85496721 85496724 LRRIQ1
85496734 85496736 LRRIQ1
85507668 85507670 LRRIQ1
85536048 85536051 LRRIQ1
85537057 85537059 LRRIQ1
85558981 85558983 LRRIQ1
85570374 85570376 LRRIQ1
85591397 85591399 LRRIQ1
85591444 85591446 LRRIQ1
85591463 85591465 LRRIQ1
85591469 85591471 LRRIQ1
85591527 85591529 LRRIQ1
85591528 85591530 LRRIQ1
85595011 85595013 LRRIQ1
85605506 85605508 LRRIQ1
85611287 85611289 LRRIQ1
85623242 85623245 LRRIQ1
85623246 85623248 LRRIQ1
85625761 85625763 LRRIQ1
85650958 85650960 IGR
85650959 85650961 IGR
85650961 85650963 IGR
85651953 85651955 IGR
85653906 85653908 IGR
85672394 85672396 ALX1
85706423 85706425 IGR
85706617 85706619 IGR
85711965 85711967 IGR
85712064 85712066 IGR
85761514 85761516 IGR
85773195 85773197 IGR
85795899 85795901 IGR
85826594 85826596 IGR
85834560 85834562 IGR
85857852 85857854 IGR
85862754 85862756 IGR
85862761 85862763 IGR
85862765 85862767 IGR
85868259 85868261 IGR
85890806 85890808 IGR
85930011 85930013 IGR
85954341 85954343 IGR
85978683 85978685 IGR
86009352 86009354 IGR
86012290 86012292 IGR
86063291 86063297 IGR
86067279 86067281 IGR
86067294 86067296 IGR
86090369 86090371 IGR
86092739 86092741 IGR
86100504 86100507 IGR
86102892 86102894 IGR
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85131494 85131496 0,0,255
85147326 85147328 0,0,255
85173834 85173836 0,0,255
85177611 85177613 0,0,255
85194533 85194535 0,0,255
85198192 85198194 0,0,255
85202542 85202545 0,0,255
85202549 85202551 0,0,255
85202870 85202872 0,0,255
85247722 85247724 0,0,255
85263237 85263239 0,0,255
85269465 85269480 0,0,255
85295123 85295125 0,0,255
85311337 85311339 0,0,255
85323555 85323557 0,0,255
85328233 85328235 0,0,255
85338837 85338839 0,0,255
85356652 85356654 0,0,255
85357768 85357770 0,0,255
85368179 85368181 255,0,0
85381160 85381166 0,0,255
85381160 85381166 0,0,255
85459868 85459870 255,0,0
85461315 85461317 0,0,255
85476056 85476058 0,0,255
85496721 85496724 0,0,255
85496734 85496736 0,0,255
85507668 85507670 0,0,255
85536048 85536051 0,0,255
85537057 85537059 0,0,255
85558981 85558983 0,0,255
85570374 85570376 0,0,255
85591397 85591399 0,0,255
85591444 85591446 0,0,255
85591463 85591465 0,0,255
85591469 85591471 0,0,255
85591527 85591529 0,0,255
85591528 85591530 0,0,255
85595011 85595013 0,0,255
85605506 85605508 0,0,255
85611287 85611289 0,0,255
85623242 85623245 0,0,255
85623246 85623248 0,0,255
85625761 85625763 0,0,255
85650958 85650960 0,0,255
85650959 85650961 0,0,255
85650961 85650963 0,0,255
85651953 85651955 0,0,255
85653906 85653908 0,0,255
85672394 85672396 255,0,0
85706423 85706425 0,0,255
85706617 85706619 0,0,255
85711965 85711967 0,0,255
85712064 85712066 255,0,0
85761514 85761516 255,0,0
85773195 85773197 0,0,255
85795899 85795901 0,0,255
85826594 85826596 0,0,255
85834560 85834562 255,0,0
85857852 85857854 0,0,255
85862754 85862756 255,0,0
85862761 85862763 255,0,0
85862765 85862767 255,0,0
85868259 85868261 0,0,255
85890806 85890808 0,0,255
85930011 85930013 0,0,255
85954341 85954343 0,0,255
85978683 85978685 0,0,255
86009352 86009354 0,0,255
86012290 86012292 0,0,255
86063291 86063297 255,0,0
86067279 86067281 0,0,255
86067294 86067296 0,0,255
86090369 86090371 0,0,255
86092739 86092741 0,0,255
86100504 86100507 0,0,255
86102892 86102894 0,0,255
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86104084 86104087 IGR
86107306 86107309 IGR
86115458 86115460 IGR
86117085 86117089 IGR
86117085 86117089 IGR
86132285 86132291 IGR
86134261 86134264 IGR
86148104 86148106 IGR
86151664 86151666 IGR
86159133 86159135 IGR
86168824 86168826 IGR
86175113 86175115 IGR
86186994 86186996 IGR
86190268 86190270 IGR
86191919 86191921 IGR
86195594 86195598 RASSF9
86195600 86195602 RASSF9
86208436 86208439 RASSF9
86208436 86208439 RASSF9
86216976 86216979 RASSF9
86218843 86218845 RASSF9
86220915 86220917 RASSF9
86242520 86242522 IGR
86277849 86277851 NTS
86285340 86285342 IGR
86304396 86304398 IGR
86314997 86314999 IGR
86340133 86340137 IGR
86340133 86340137 IGR
86342456 86342459 IGR
86343610 86343612 IGR
86347377 86347379 IGR
86371593 86371595 MGAT4C
86371594 86371596 MGAT4C
86376888 86376890 MGAT4C
86376890 86376892 MGAT4C
86388383 86388385 MGAT4C
86404480 86404482 MGAT4C
86409030 86409032 MGAT4C
86417182 86417185 MGAT4C
86462372 86462374 MGAT4C
86465803 86465807 MGAT4C
86465803 86465807 MGAT4C
86487508 86487513 MGAT4C
86504079 86504081 MGAT4C
86513499 86513502 MGAT4C
86515387 86515389 MGAT4C
86525943 86525945 MGAT4C
86545566 86545568 MGAT4C
86567006 86567013 MGAT4C
86571870 86571872 MGAT4C
86597734 86597737 MGAT4C
86605220 86605222 MGAT4C
86633659 86633661 MGAT4C
86633980 86633982 MGAT4C
86641971 86641973 MGAT4C
86643548 86643550 MGAT4C
86653576 86653578 MGAT4C
86663340 86663342 MGAT4C
86672468 86672471 MGAT4C
86680392 86680394 MGAT4C
86681024 86681026 MGAT4C
86684754 86684756 MGAT4C
86687895 86687897 MGAT4C
86688467 86688469 MGAT4C
86689548 86689550 MGAT4C
86690086 86690088 MGAT4C
86696182 86696184 MGAT4C
86703063 86703065 MGAT4C
86703065 86703067 MGAT4C
86717589 86717591 MGAT4C
86726421 86726423 MGAT4C
86756977 86756979 MGAT4C
86788388 86788415 MGAT4C
86793854 86793856 MGAT4C
86799735 86799737 MGAT4C
86818809 86818811 MGAT4C
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86104084 86104087 0,0,255
86107306 86107309 0,0,255
86115458 86115460 0,0,255
86117085 86117089 0,0,255
86117085 86117089 0,0,255
86132285 86132291 0,0,255
86134261 86134264 255,0,0
86148104 86148106 0,0,255
86151664 86151666 0,0,255
86159133 86159135 255,0,0
86168824 86168826 0,0,255
86175113 86175115 0,0,255
86186994 86186996 0,0,255
86190268 86190270 0,0,255
86191919 86191921 0,0,255
86195594 86195598 0,0,255
86195600 86195602 0,0,255
86208436 86208439 0,0,255
86208436 86208439 0,0,255
86216976 86216979 255,0,0
86218843 86218845 0,0,255
86220915 86220917 0,0,255
86242520 86242522 0,0,255
86277849 86277851 0,0,255
86285340 86285342 0,0,255
86304396 86304398 0,0,255
86314997 86314999 0,0,255
86340133 86340137 0,0,255
86340133 86340137 0,0,255
86342456 86342459 0,0,255
86343610 86343612 0,0,255
86347377 86347379 0,0,255
86371593 86371595 0,0,255
86371594 86371596 0,0,255
86376888 86376890 0,0,255
86376890 86376892 0,0,255
86388383 86388385 0,0,255
86404480 86404482 0,0,255
86409030 86409032 0,0,255
86417182 86417185 0,0,255
86462372 86462374 0,0,255
86465803 86465807 0,0,255
86465803 86465807 0,0,255
86487508 86487513 0,0,255
86504079 86504081 0,0,255
86513499 86513502 0,0,255
86515387 86515389 0,0,255
86525943 86525945 0,0,255
86545566 86545568 0,0,255
86567006 86567013 255,0,0
86571870 86571872 0,0,255
86597734 86597737 0,0,255
86605220 86605222 0,0,255
86633659 86633661 0,0,255
86633980 86633982 0,0,255
86641971 86641973 255,0,0
86643548 86643550 0,0,255
86653576 86653578 0,0,255
86663340 86663342 0,0,255
86672468 86672471 0,0,255
86680392 86680394 0,0,255
86681024 86681026 255,0,0
86684754 86684756 0,0,255
86687895 86687897 0,0,255
86688467 86688469 0,0,255
86689548 86689550 0,0,255
86690086 86690088 0,0,255
86696182 86696184 0,0,255
86703063 86703065 0,0,255
86703065 86703067 0,0,255
86717589 86717591 0,0,255
86726421 86726423 0,0,255
86756977 86756979 0,0,255
86788388 86788415 0,0,255
86793854 86793856 0,0,255
86799735 86799737 0,0,255
86818809 86818811 0,0,255
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86818810 86818812 MGAT4C
86849820 86849822 MGAT4C
86855012 86855014 MGAT4C
86855516 86855518 MGAT4C
86867027 86867029 MGAT4C
86880152 86880168 MGAT4C
86896709 86896711 MGAT4C
86897422 86897424 MGAT4C
86967473 86967475 MGAT4C
86997307 86997313 MGAT4C
87026962 87026964 MGAT4C
87032677 87032679 MGAT4C
87090923 87090925 MGAT4C
87136892 87136894 MGAT4C
87159797 87159799 MGAT4C
87170549 87170551 MGAT4C
87189919 87189921 MGAT4C
87197035 87197037 MGAT4C
87205112 87205114 MGAT4C
87234633 87234635 MGAT4C
87251713 87251715 IGR

87267977 87267979 IGR

87274270 87274273 IGR

87275307 87275309 IGR

87314778 87314781 IGR

87317780 87317782 IGR

87327909 87327911 IGR
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86818810 86818812 0,0,255
86849820 86849822 0,0,255
86855012 86855014 0,0,255
86855516 86855518 0,0,255
86867027 86867029 0,0,255
86880152 86880168 0,0,255
86896709 86896711 0,0,255
86897422 86897424 0,0,255
86967473 86967475 0,0,255
86997307 86997313 0,0,255
87026962 87026964 0,0,255
87032677 87032679 0,0,255
87090923 87090925 0,0,255
87136892 87136894 0,0,255
87159797 87159799 0,0,255
87170549 87170551 0,0,255
87189919 87189921 0,0,255
87197035 87197037 0,0,255
87205112 87205114 0,0,255
87234633 87234635 0,0,255
87251713 87251715 0,0,255
87267977 87267979 0,0,255
87274270 87274273 0,0,255
87275307 87275309 0,0,255
87314778 87314781 0,0,255
87317780 87317782 0,0,255
87327909 87327911 0,0,255



	1
	2
	3
	4
	5

