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1. GIRIS

Mental retardasyon kiginin temel bakim, uyum, ve sosyal becerilerinde
bozulma ile algilama kapasitesinin azalmasidir (1). Mental retardasyon tek bagina
bulunabilecegi gibi ¢esitli dogumsal anomaliler veya dismorfik yiiz bulgular ile
birlikte de seyredebilir. Genel olarak toplumda nadir goriilen mental retardasyon,
eslik edebilecek ek anomaliler ile birlikte etiyolojik spektrumu genis olan bir
hastalik gurubudur. Bu hastalik gurubunun hentiiz %50-80’inde herhangi bir neden

bulunamamastir (2-3).

Mental retardasyonun sebepleri arasinda en biiyiik yeri genetik hastaliklar
olusturmaktadir. Etiyolojisinde genetik neden diisiiniillen mental retardasyonlu
hastalarda, konvansiyonel sitogenetik yontemlerle sayisal kromozomal anomaliler
ve 5 Mb’dan biliylk olan yapisal kromozomal diizensizlikler tespit
edilebilmektedir (4). Kromozom analizi normal, fakat klinik bulgulart belirli bir
mikrodelesyon sendromuyla uyumlu olan hastalarda, 6zel olarak hazirlanmig
lokus spesifik problarin kullanildigi flouresan in situ hibridizasyon ydntemi
(FISH) ile taniya gidilebilmektedir (5). Karyotip analizi normal, fakat bulgulariyla
herhangi bir genetik sendrom ile iliskilendirilmeyen hasta grubu “nedeni
aciklanamamig” olarak  degerlendirilmektedir. Bu hastalarda  Oncelikle
kromozomal degisikliklerin daha sik olabildigi telomer bolgelerine uygun FISH
problariyla tiim kromozomlarin subtelomerik bolgeleri arastirilmaktadir.

Subtelomerik FISH analizi ile bu gruptaki hastalarin yaklagik %4,5’unun



etiyolojisi agiklanabilmektedir (6). Intersitisyel bolgelerde bulunan kiiciik
delesyon ve duplikasyonlarin aydinlatilmasi igin ise daha yiiksek ¢oziiniirliikte
konvansiyonel ve molekiiler sitogenetik teknikleri birlestiren yOntemler
kullanilmahidir (2). Bu yontemler arasinda bulunan ve son yillarda gelisen
mikroarray teknolojisi, karyotipi normal olup klinigi belirli bir sendrom ile
ortiismeyen, mental retardasyonu olan hastalarda, submikroskobik kromozomal

degisimleri saptamada duyarlilig1 oldukga yiiksek olan bir yontemdir (4).

Array bazli sistemler; sitogenetik taniy1 mikroskoptan bilgisayara tasiyan,
ayni anda genomda bilinmeyen binlerce bolgeyi tarayip dengesiz karyotipleri
saptayan, FISH’in lokus spesifik 6zelligi ile yiiksek ¢oziiniirliikle kromozomlarin
tim genomunu gosteren yontemlerdir. Ozellikle gelisme geriligi, mental
retardasyon ve pre/postnatal ¢oklu konjenital anomalilerin tanisinda ¢ok biiyiik

Oonem tagimaktadir (7).

Bu ¢alisma ile sebebi aciklanamayan mental retardasyonu ve/veya c¢oklu
dogumsal anomalisi olan, kromozom analizi ve subtelomerik FISH analizi normal
bulunan 9 hastanin tim genomu “Affymetrix Genome Wide Human SNP Array
2.7 1ile taranarak, diger yoOntemler ile saptanamayan mikrodelesyon ve

duplikasyonlar yoniinden arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Zeka

2.1.1. Zekanin Tanim

Zeka tanimu itibariyle goreceli bir kavram olup farkli zaman dilimlerinde,
farkl1 toplumlarda ve farkli disiplinlerde farkli bigimlerde tanimlanmistir.
Kimilerine gore zeka bilimsel bir kavram olmaktan c¢ok insanlarin icat ettigi
kiltirel bir kavramdir. Uzmanlarin ¢ofu zekayr “bilissel yetenek™ olarak
diisiintirken, bazilar da “gercek yasamda karsilagilan sorunlar1 ¢6zme” seklinde
tanimlamaktadir. Zeka, “amaca yonelik uyumsal davranis” olarak da agiklanabilir.
Sonu¢ olarak; problem ¢6zme, sebep bulma, O6zet diisiinme, programlama,
deneyimle 6grenebilme becerisi ve kisinin yasadigi ¢evreyi anlayabilme kapasitesi

bir biitiin olarak zekay1 olusturmaktadir (8).

Bireyin varligimi olusturan temel unsurlardan biri olan zeka, bireyin
genetik yapis1 ve fizyolojik gelisiminin yanisira, dis uyaranlardan ve iginde

bulundugu ortamdan da etkilenmektedir (9).

2.1.2. Zekanin Genetik Temeli

Zeka, genom boyunca farkli bolgelerde tanimlanmis ¢ok sayida gen ile
cevrenin etkilesimi sonucu gelisen multifaktoriyel/poligenik kalittimli  bir
ozelliktir. Beyinde bulunan néronlarin 6grenerek i¢ yapisini degistirmesi ve sinaps
sayilarini artirmasiyla ndéron agimin genislemesi sonucu zeka gelismektedir. Zeka
gelisiminde bugiine kadar ¢ok sayida gen bildirilmis olup, bu genler ¢ogunlukla
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noron iskeletini meydana getiren akson ve dendrit yapilarin1 olusturan, néronda
iletimi saglayan, sinaptik fonksiyonlar1 diizenleyen aktin filamanlarinin yapisinda
ve gorevlerinin diizenlenmesinde gorev alan proteinleri eksprese etmektedirler
(10). Zeka gelisimi ile iligkili ilk tanimlanmis genlerden olan GDI, PAK3,
ARHGEF6 genleri RhoGTPaz yolaginda; RPS6KA3, ATRX genleri kromatin
yeniden sekillenmesinde; SYN1, SLC6A8, NLGN4 ve DLG3 genleri noronlar
arasindaki sinaptik fonksiyonda; ZNF41, 81 ve 674 genleri ise transkripsiyon
faktorii olarak gorev yapmaktadir (11). Yani zeka, genomdaki ¢ok sayida genin
bircok yolagi diizenlemesi ve bunlara ¢evreden gelen uyarilarin eklenmesiyle
gelismektedir. Zekay etkileyen yukarida belirtilen genler ve ¢evresel etmenler ile
heniiz tespit edilmemis genlerde meydana gelebilecek degisiklikler zekanin

gelisimini etkilemektedir.

2.1.3. Zeka Ol¢iimiinde Kullanilan Testler

Zekanin soyut bir kavram olmasi, 6lgiilmesi konusunda zorluklara sebep
olmaktadir. Zeka 6l¢iimii icin ilk psikolojik 6l¢ek Fransiz psikolog Alfred Binet
ve arkadasi Theodore Simon tarafindan 20. yiizyilin baglarinda tasarlanmistir. Bu
Olcekte; cocuklarin ortalama yeteneklerinin anlasilmasinda, egitimle degil de
deneyimle Ogrenebilecekleri basliklar bulunmakta ve bu konu basliklar1 da yas
seviyelerine gore ayrilmaktaydi. Ornegin 6 yasinda bir ¢ocuk, 6 yas dlceginde %
60-70 basarili olurken, 5 yasinda bu basarinin % 40-50’si, 7 yasinda ise %80-90’1

saglanabilmekteydi. Bu testin tamamlanmasiyla cocukta bir “Mental Age”(MA,



zeka yasi) belirlenmekteydi. Buna gore, 6 yasindaki bir cocuk kendi yas 6l¢egini

basartyla tamamlarsa MA: 6.0 olarak hesaplanmaktaydi (12).

Bu donemde gelisen diger bir kavram olan zeka orami (IQ: intelligence
quotient) ise zeka yasinin takvim yasina boliintip 100 katsayisi ile ¢arpilmasiyla
elde edilmisti. Bu durumda zeka yas1 kronolojik yasina esit olan kisinin IQ degeri
100 olarak hesaplanirken; zeka yasinin kronolojik yastan kiiciik olmas1 100°den

diisiik, biiyiik olmas1 ise 100’iin iizerinde bir IQ degerini gostermekteydi (12).

Binet ve Simon’un prensibine gore hazirlanmis ilk Stanford- Binet Zeka
olcegi 1916°da Stanford Univesitesi'nde psikolog Lewis Therman tarafindan
yayimlanmistir. 1937°de yine Stanford Univesitesi’nde psikolog Maud Merill
tarafindan 6l¢egin yeni baskisi yayimlanmis ve bu olgekte uygulama hatalarini

onlemek icin tekrarlanilan L ve M formu yeralmistir (12).

1960°da  Stanford- Binet 0l¢eginin yeniden revizyonu ile IQ
hesaplanmasinda kullanilan zeka yasinin kronolojik yasa boliinmesi yerine, zeka
yasinin normalden sapmasina dayali 1Q degerleri kullanilmaya baslanmistir.
Wechsler tarafindan yayimlanan yetiskinlerde kullanilan “Erigkinler icin
Wechsler Zeka Olgegi (Wechsler Adult Intelligence Scale, WAIS)” ve cocuklarda
zeka olciimii icin kullanilan “Cocuklar i¢in Wechsler Zeka Olgegi (Wechsler
Intelligence Scale of Children, WISC)” ise toplum i¢indeki zeka diizeylerini bir
can egrisi modeli ile degerlendirmistir (13). Flynn etkisi olarak adlandirilan
toplumdaki zeka diizeyinin, teknolojinin gelismesi ile gorsel, isitsel ve sosyal

uyaranlarin artmasina bagli olarak ylikselmesi, zeka Ol¢iimii testlerinin belirli



araliklarla giincellenmesini gerektirmektedir (14). Bundan dolay1 giliniimiizde
halen WAIS ve WISC testlerinin (Wechsler 1949, 1991, 2003, 2008) 2008’de
yayimlanan son versiyonu kullanilmaktadir. Giliniimiizde kullanilan popiiler zeka
Olgeklerinden; “Denver Gelisim Envanteri”, “Ankara Gelisim Tarama Envanteri

(AGTE)” ve “Stanfort-Binet testi” klinik uygulamalarda yer almaktadir (15).

2.2. Mental Retardasyon

2.2.1. Mental Retardasyonun Tanimi
Mental Retardasyon (MR- zeka geriligi, 68renme giicliigii) kavraminin

gecerli ve siklikla kullanilan iki tanimi1 vardir (1):

a) Amerikan Psikiatri Dernegi’nin (American Psychiatric Association)
“Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (Zihinsel
Bozukluklar icin Tam ve Istatistik El Kitabi, DSM-IV)” isimli kitabinda
bu kavram “zeka geriligi” adiyla ¢ocukluk ya da ergenlikte tanis1 konan
bozukluklar bagligr altinda yer almaktadir ve bu tanim cergevesinde
MR ’nin 6zellikleri su sekilde siralanmaktadir:

e Genel zihinsel islevselliginin anlamli olarak normalin altinda olmasi,

e Zihinsel islevselligin normalin altinda olmasima bagli olarak uyum
islevlerinde (iletisim, 6zbakim, ev yasami, toplumsal/ kisiler arasi
beceriler, toplumsal olanaklar1  kullanma, kendini yonetip
yonlendirme, okul islevselligi) yetersizlik ve bozukluklarin olmast,

e Baslangi¢ yasinin 18’den 6nce olmasi.



Yukarida siralanan kriterleri saglayan bireye MR tanisi konulmaktadir.
Genel zihinsel islevsellik olarak, bireysel zeka testlerinden elde edilen zeka
boliimii puani temel alinmaktadir. Genel zihinsel islevselliginin anlamli olarak

normalin altinda olmasi ise test puaninin 70’in altinda kalmasidir.

b) Amerikan Zihinsel Oziirliiler Dernegi’nin (American Association for
Mental Deficiency- AAMD) tanimi: Ortalamanin altinda zihinsel
islevsellikle birlikte, bireysel giivenlik, saglik, ev yasantisi, sosyal
beceriler, toplumsal isleyis, kendini yonlendirme ve okul basarisi gibi
alanlarda smirhiliklarin  olmast ve bu durumun 18 yasindan Once

baglamasidir.

2.2.2. Mental Retardasyon’un Epidemiyolojisi

Toplumdan topluma veya irktan irka insidansi degisebilmekle birlikte,
diinya capinda popiilasyonun %?2-3’linde mental retardasyon bildirilmistir.
Bunlarin yaklasik %1 ine santral sinir sistemi, kardiyovaskiiler, iirogenital sistem
gibi major organ sistemlerini etkileyen defektler eslik etmektedir (16). MR
erkeklerde kadinlardan daha sik gozlenmektedir. Erkek/kadin orani farkli
toplumlarda yapilan ¢aligsmalarda 1.3/1 ile 2.2/1 arasinda tespit edilmistir (16-19).
Otizm spektrumu hastaliklarinin, toplumun erkek ¢ocuklara olan hassasiyetinden
dolay1 erkeklerde daha fazla tan1 almasi ve X’e bagli MR ’nin erkekleri etkilemesi,

MR ’nin erkeklerde daha sik rastlanilmasinin sebepleri arasinda sayilabilir (20).



2.2.3. Mental Retardasyon Simiflandirmasi

MR, DSM-IV’e gore dort baslikta incelenir (1):

Hafif MR: 1Q degerleri 55-70 arasinda olan gruptur. Tiim MR’li olgularin
%75-80’in1 olustururlar. Egitimsel kategori olarak “egitilebilir” adin1 alir. Okul
yasina kadar normal c¢ocuklardan ayirt edilmeyebilirler. Egitimle kendi
yasamlarmi siirdiirebilecek diisiik seviyede sosyal ve mesleki yetenek

kazanabilirler.

Orta MR: IQ degeri 35-40 ile 50-55 arasinda degisen gruptur. Olgularin
%12’sini olustururlar. Okul 6ncesi yillarda konusarak iletisim kurmay1 6grenirler.
Ozel egitimden fayda goriirler. Yetiskin donemde korunakli ortamlarda basit

islerde caligsabilecek ve temel bakimlarini karsilayabilecek kapasitededirler.

Agir MR: 1Q degeri 20-25 ile 35-40 arasinda olan gruptur. Tim MR’li
olgularin %7’sini olustururlar. Konusmada ve motor fonksiyonlarda gerilik vardir.

Ozel egitimle kendi 6z bakimlarini saglayabilecek diizeye gelebilirler.

Cok agir MR: IQ degeri 20-25’in altinda olan gruptur. Tiim MR’li
olgularin %1-2’si bu gruptadir. Gelisme geriligi ve ek organ anomalileri eslik
edebilir. Olgular genellikle bakima muhtagtir. Ozel egitimle baz1 motor becerileri

kazanabilirler.

Derecesi belirlenememis MR: Zekasi standart testlerle dl¢lilemeyen, ancak
zeka oziirlii oldugu diisiiniilen olgular bu grupta siniflanir. Bebekler ve uyumsuz

kisiler bu grup i¢in 6rnek olarak verilebilir.



2.2.4. Mental Retardasyon Etiyolojisi
Mental retardasyonun etiyolojisi ortaya ¢ikma donemi agisindan prenatal,
perinatal ve postnatal olarak tige ayrilir (12). Bu donemlerdeki etiyolojik nedenler

Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. MR sebeplerinin ortaya ¢iktig1 doneme gore siniflandirilmasi*

Prenatal Sebepler Perinatal Sebepler Postnatal Sebepler
Kromozomal hastaliklar Prematiirite Kafa travmasi

Tek gen hastaliklar Perinatal problemler  Enfeksiyonlar

Tekrarlayan dizi hastaliklar Dejeneratif Hastaliklar
Multifaktoriyel hastaliklar Epileptik bozukluklar
Gelisimsel beyin/ ndrolojik Toksik- metabolik hastaliklar
anomaliler

Maternal enfeksiyon Malnutrisyon

Maternal toksisite Cevresel etkenler

Diger perinatal ¢cevresel nedenler

*Tablo kaynak 12’den faydalanilarak hazirlanmistir.

Olgularin  yaklasik %62’sinde MR’nin sebebi prenatal doneme
dayanmaktadir. Bu doneme dayanan MR’ye genellikle major veya minor multipl
konjenital anomaliler (MKA) eslik etmektedir. Prenatal donemde MR’ye sebep

olabilecek en biliyiik gurup, genetik hastaliklardir. Bunlarin yaklasik yarisini



kromozomal anomaliler, diger yarisim ise tek gen hastaliklari, mendeliyen
kalittma uymayan genetik hastaliklar ve  multifaktoriyel hastaliklar

olusturmaktadir (16).

TORCH grubu hastaliklarin prenatal dénemde fetiisii etkilemesi MR
sebepleri arasinda yer almaktadir. Annenin maruz kaldigi teratojen, kimyasal ve
X-ray de prenatal donemde MR’ye sebep olabilmektedir. Annede bulunan
organik, anatomik veya psikiyatrik hastaliklar dolasim bozukluklarina ve plasental
yetmezlige sebep olarak, fetiiste intrauterin biiyiime geriligi veya MR
olusturabilir. Perinatal donemde enfeksiyonlar, dogum travmasi, asfiksi ve
prematiirite gibi nedenler MR sebepleri arasinda goriilmektedir. Postnatal
donemde ise, beslenmenin baglamasiyla genetik nedenli metabolik hastaliklar
MR’in baslica nedenidir. Fenilketoniiri ve Biotinidaz eksikligi gibi erken tani ve
tedavi ile MR’nin Onlenebilecegi metabolik hastaliklarin yani sira agir MR ile
sonuglanan metabolik ve norodejeneratif hastaliklar da bulunmaktadir. Yine
enfeksiyonlar, entoksikasyonlar ve diisiik sosyo-ekonomik seviye postnatal

donemdeki MR nedenleri arasinda sayilabilmektedir (Tablo 2.1).

Gilinlimiizde idiyopatik olarak nitelendirilen ve nedeni aydinlatilamamis

MR’li hastalar olgularin yaklasik %50-80’ini olusturmaktadir (2).

2.2.5. Mental Retardasyonlu Olgulara Tamsal Yaklasim

MR’nin 5 yasin altindaki ¢ocuklarda tanimlanmasi zordur. Bu gurupta MR
yerine gelisme geriligi tanim1 kullanilir ve bu tanim konusma, 6grenme ve motor
gelismedeki geriligi kapsar. Okul caginda ise okul basarisindaki diisiikliik,
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arkadas ve gevre ile iletisimde gerilik bulunmasi hastalarin MR tanis1 almalarini

saglayan nedenlerdir.

MR’li bir olguya yaklasimda oncelikle prenatal-natal ve postnatal oykiiyii
igeren ayrintili hikaye alinmasi ve 3 kusagi igeren aile agaci ¢izilmesi etiyolojiye
yonlendirecek en 6nemli basamaklardandir. Bu olgularda biiylime ve gelismenin
derecesini belirleyen Olgiimler (boy, viicut agirligi, bas cevresi, ekstremite
oranlar1) ve minor dismorfik bulgulara dikkat edilerek ayrintili fizik muayene

yapilmalidir.

Hastaya, diisiiniilen etiyolojiye yonelik olarak gerekli laboratuvar testleri,
gorme ve isitme ile ilgili degerlendirmeleri, santral sinir sistemi goriintiilemesi
yapilmali ve gerektiginde i¢c organ anomalilerine yoOnelik malformasyon

arastirmasina bagvurulmalidir.

2.2.6. Mental Retardasyon’a Sebep Olan Genetik Nedenler
MR izole olabilecegi gibi eslik eden anomalilerle birlikte bir sendromun
pargasi olabilir. Sendromik ve non-sendromik MR’nin muayene sirasinda ayirt

edilebilmesi, taniya ulagmay1 ve etiyolojinin agiklanabilmesini kolaylastiracaktir.

MR’ye sebep olan genetik nedenler 3 ana gupta toplanabilir (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. MR’ye neden olan genetik nedenler

Otozomal- gonozomal Mendeliyen kalitim Nonmendeliyen

kromozom anomalileri kahtim

Sayisal kromozomal anomaliler Otozomal dominant Mitokondriyal kalitim
Poliploidi Otozomal resesif Genomik damgalanma
Andploidi X’e bagli dominant Multifaktoriyel kalitim

Yapisal kromozomal anomaliler X’e bagli resesif kalitim

Translokasyonlar

Inversiyonlar

Delesyonlar/duplikasyonlar

Marker kromozomlar

Halka kromozomlar

Mikrodelesyon sendromlar1
Subtelomerik yeniden diizenlenimler

2.2.6.1. Kromozomal Anomaliler

Kromozomlar insan viicut hiicrelerinde DNA dizisinin paketlenmis hali
olarak bulunan genetik bilginin kalitmim1 saglayan materyallerdir. Hiicre
cekirdeginde genleri de igceren DNA dizileri histon ve nonhiston proteinlerle
birleserek kromatin halinde paketlenir. Hiicre boliinmesi sirasinda kromatidler
yogunlasarak kromozomal yapiyr olusturur. Kromozomlar mitoz béliinme ile
yavru hiicrelere esit olarak aktarilir ve boylece nesilden nesile genomik devamlilik

saglanir (21).

Saglikli bir insan somatik hiicresinde 23 (n: haploid) cift olmak {izere
toplam 46 (2n: diploid) kromozom bulunmaktadir. Bunlarin 22 ¢ifti otozomal
kromozomlar olup her iki cinsiyette ortak olarak bulunur. Diger 2’si ise cinsiyet

kromozomlaridir ve disilerde XX, erkeklerde XY olarak bulunur (21).
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Kromozomal anomaliler; MR ve/veya MKA’ll bireylerde siklikla
rastlanilan Onemli bir etiyolojik faktdrdiir (22). Yenidoganlarin %0,8’inde
anormal fenotip ve MR ile sonuglanan yapisal veya sayisal kromozom anomalisi

bulunur (23).

2.2.6.1.1. Sayisal Kromozomal Anomaliler
Sayisal kromozomal anomaliler poliploidiler (n sayisinin >2 katlarim
igceren kromozom sayisi) ve andploidiler (2n’den fazla veya eksik kromozom

olmast1) olmak iizere iki grupta incelenebilir.

Poliploidiler icinde triploidi (3n=69) ve tetraploidi (4n=92) yer alan
anomalilerin saptandig1 vakalar yasamla bagdagmadigi i¢in anne karninda veya
neonatal donemde kaybedilirler. Triploidinin olusum mekanizmasi siklikla iki
spermin tek ovumu dollemesi iken, tetraploidi olusumundan zigotun erken

asamada sitoplazma boliinmesini tamamlayamamasi sorumludur (21).

Mayoz bdliinmede ayrilamama nedeniyle olusan andploidiler iginde
trizomiler ve monozomiler yer alir. Bir hiicrede herhangi bir kromozomun 3
kopya bulunmas: trizomiyi; tek bulunmasi ise monozomiyi tanimlar. Klinikleri iyi
tanimlanmis olan 13, 18 ve 21. kromozomlarin trizomisi, cinsiyet
kromozomlarimin ¢oklu artist ve monozomi X disindaki andploidiler hayatla

bagdagmamaktadir (21).

13



2.2.6.1.1.1. Down Sendromu

MR sebepleri arasinda en biiyiik yeri tutan andploidi sendromu; 21. kromozomun
trizomisi (Down Sendromu) olup 800-1000 yeni doganda bir goriilmektedir (24).
Down sendromlu bireylerde orta-agir diizeylerde izlenebilen MR yaninda tipik
yiliz goriiniimii ve biiylime geriligi mevcuttur. Ayrica konjenital kalp hastaliklari,
isitme kayb1 ve hematolojik malignensiler sendroma siklikla eslik eden sistemik
problemlerdir (25). Ileri anne yasi Down sendromu etiyolojisinden sorumlu
tutulsa da mayoz boliinmedeki ayrilma hatalar1 her yasta goriilebileceginden tiim

gebelikler i¢in risk s6z konusudur (21).

2.2.6.1.1.2. Edwards Sendromu

Edwards Sendromu (Trizomi 18), Down sendromundan sonra 2. siklikla
gorlilen, terme ulasabilen otozomal trizomidir. Tiim gebeliklerin 1/3000’inde
gorilmesine ragmen, major organ anomalileri nedeniyle prenatal donemde
kaybedilmelerinden dolay1 yeni doganlardaki gériilme oran1 1/6000°dir (26). MR
yaninda biiyiime- gelisme geriligi, mikrosefali, yarik dudak/damak, omfalosel,
artrogripozis, parmaklarda fleksiyon Kkontraktiirii ve “rocker-bottom feet”
sendroma eslik eden bulgular arasindadir (27). Trizomi 18 sendromlu
yenidoganlarin baslica 6liim sebepleri; konjenital kalp ve bobrek anomalileri ile

apnedir (28, 29).

2.2.6.1.1.3. Patau Sendromu
Patau Sendromu, 10000 canli dogumda bir goriilen, etiyolojisinde ileri

anne Yyasinin yanisira translokasyon tasiyicisi ebeveynin de olabildigi 13.
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kromozomun trizomisidir. MR, holoprosensefali, mikrosefali, yarik dudak/damak,
konjenital kalp, bobrek ve sindirim sistemi anomalileri sendromun sik rastlanilan

bulgularindandir (30).

2.2.6.1.1.4. Klinefelter Sendromu

Klinefelter sendromu en sik goriilen (1/500 canli erkek dogum) cinsiyet
kromozomu andploidisidir. Klinefelter sendromlu erkeklerde X kromozomu sayisi
birden fazladir (31). Bu hastalarda MR (daha ¢ok sosyal iligkilerde zayiflik,
psikiyatrik problemler, konusma geriligi), yetersiz virilizasyon, hipogonadizm,
azospermi, infertilite, artmis plazma gonadotropinleri ve hedef boyun uzun olmasi
gibi bulgular degisken derecelerde bulunabilir (32). En sik rastlanilan karyotip
47,XXY olmakla birlikte 48 XXXY ve 49XXXXY de bu grupta
siniflandirilmaktadir. X kromozomundaki her artis IQ degerinde 15 puanhk
azalmaya neden olmaktadir (33). Sebebi bilinmeyen MR’li olgularin 1.2’sini

Klinefelter sendromu olusturmaktadir (34).

2.2.6.1.1.5. Turner Sendromu

Turner sendromu, bireyin hiicrelerinin tamaminda veya mozaik olarak bazi
dokularinda X kromozomunun bir tane bulunmasidir ve sikligi 50/100,000 canli
kiz dogumdur (35). Karyotipi 45,X olan fetiislerin ancak %1’1 doguma kadar
ulasabililer ve spontan diisiiklerin %10’undan bu durum sorumludur. Turner
sendromlu kizlarda klasik zeka testlerinde test edilen verbal fonksiyonlar normal
veya normale yakinken, nonverbal fonksiyonlarda gerilik tespit edilmekle birlikte

Turner spektrumunda bulunan ring X kromozomlu vakalarda degisken diizeylerde
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MR bildirilmistir. Turner sendromunun karakteristik bulgular1 arasinda gonadal

disgenezis, kisa boy ve lenfodem bulunmaktadir (36).

2.2.6.1.2. Yapisal Kromozomal Anomaliler

MR sebepleri arasinda yer alan yapisal kromozomal anomaliler; bir veya
daha fazla kromozomun biitiinliigliniin bozulup yeni bir formasyon olusmasiyla
meydana gelirler. Sayisal kromozom anomalilerinden daha nadir goriilen yapisal
kromozomal anomaliler; DNA tamiri ve rekombinasyon sirasinda olugabilecegi
gibi, mayozda esit olmayan krossing over, iyonize radyasyon, viral enfeksiyonlar
veya kimyasal ajanlarin neden oldugu kromozomal kiriklar ve yeniden

diizenlenimlerle olusabilmektedir (21).

Yapisal kromozomal anamaliler arasinda; delesyon/duplikasyonlar,
translokasyonlar, inversiyonlar, ring kromozomlar, izokromozom ve marker
kromozomlar yer almaktadir. Kromozomal kayip veya kazang ile kirik bolgesinin
gen bitiinligiiniin  bozuldugu durumlara dengesiz, herhangi bir kaybin ve
fonksiyonel degisimin olmadigi durumlara ise dengeli kromozomal yapisal
yeniden diizenlenimler denilmektedir. Dengesiz yeniden diizenlenimlerde fenotip,

degisimin tipine ve igerigine gore degismektedir (37).

Kromozomun herhangi bir bdlgesindeki kayiba delesyon, kazanca ise
duplikasyon denmektedir. Delesyon ve duplikasyonlar igeriklerine ve
biiyiikliiklerine bagli olarak klinikte MR ve/veya dismorfik bulgular ve /veya

coklu organ anomalileri ile karsimiza ¢ikabilmektedir. Konvansiyonel sitogenetik
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yontemlerle tanimlanabilecek biiyiikliikte olabilecegi gibi ileri genetik yontemler

kullanilmasini gerektirecek kadar kiiciik de olabilirler (21).

Translokasyonlar resiprokal, Robertsonian ve insersiyon tipi olarak ii¢
grupta incelenirken hem dengeli hem de dengesiz kromozomal yeniden
diizenlenimler olarak degerlendirilirler. Iki homolog olmayan kromozom arasinda
karsilikli kromozomal par¢a degisimini tanimlayan resiprokal translokasyonlar
yaklasik olarak 1/600 oraninda goriiliir ve kirik bolgeleri translasyonel olarak aktif
bir gen icermiyorsa veya par¢a kaybi yoksa dengeli yapisal degisimler grubunda
yer alir. Dengeli resiprokal translokasyon tagiyicisi bireylerde klinikte herhangi
bir anomali beklenmezken, mayoz bdliinme sirasindaki farkli segregasyon
paternlerinden dolay1 dengesiz gametler olusabilir. Dengesiz gamet ile olusacak
zigot bazi kromozom pargalari i¢in monozomik, bazilari i¢in tizomik olabilir.
Robertsonian translokasyon akrosentrik kromozomlar arasinda meydana gelir,
parca kaybi1 yoktur fakat toplam kromozom sayist 45°dir. Insersiyon tipi
translokasyonlarda ise en az 3 kromozomal kirik vardir. Genellikle iki kirikla

olusan interstisyel parga tek kirik olan bir kromozomun pargalar1 arasina yerlesir

Q1)

Inversiyonlar sentromeri igerip icermemelerine bagl olarak parasentrik ve
perisentrik olarak tanimlanirlar ve bir kromozomda olusan 2 kirigin arasindaki
parcanin ters donerek yapismasiyla olusurlar. Kirik bolgelerinin igerigine gore

klinik bulgu verebilirler (37).
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Marker kromozomlar, normal kromozomlara ek olarak bulunan, yapisal olarak
belirli bir kromozoma benzemeyen, igerigine gore klinik bulgu veren,
etiyolojisinde konvansiyonel karyotiplemeye ek olarak molekiiler sitogenetik
yontemlerin Ozellikle de FISH yonteminin kullanildigi, yapisal olarak anormal
kromozomlardir. Halka (ring) kromozomlar ise herhangi bir kromozomda iki kirik
olugsmast ve bu kirik noktalarinin birlesmesiyle olusurlar. Marker ve halka
kromozomlar mitotik olarak sabit olmadiklarindan genellikle mozaik olarak

bulunurlar (37).

2.2.6.1.2.1. Mikrodelesyon Sendromlari

Konvansiyonel sitogenetik yontemlerle tespit edilemeyen, biytikliigii
yaklasik 100 kb-4Mb olan klinik bulgulari 1yi tanimlanmis sendromlardir. Ardigik
gen delesyon sendromu (Contiginious gene deletion) veya segmental monozomi
olarak da adlandirilirlar. Klinik bulgulariyla spesifik bir mikrodelesyon
sendromundan siiphelenilen vakalarda lokusa 6zgli problar kullanilarak FISH
yontemi ile delesyon gosterilebilir (21). Klinikte sik rastlanilan bazi

mikrodelesyon sendromlar1 Tablo 2.3’te sunulmustur.
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Tablo 2.3. Klinik olarak taninabilen mikrodelesyon sendromlar1*

Sendrom Lokus Insidans Major gen
22ql1.2 Di George/ Velokardiyofasyal 1/4000 TBX1
Sendrom

15q11-ql13 Angelman Sendromu 1/15000 UPD, maternal alel
delesyonu(%70),
UBE3A mutasyonu

15q11-q13 Prader Willi Sendromu 1/15000 UPD, paternal alel
delesyonu(%70)

7q11.23 Williams Sendromu 1/25000 Elastin

17pl11.2 Smith Magenis Sendromu Nadir RAIl

17p11.3 Miller Dieker Sendomu Nadir LIS1

5pl5 Cri du Chat Sendromu Nadir Fazla sayida

13q14 Retinoblastom Nadir RBI

16p13.3 Rubinstein Taybi Sendromu Nadir %10 vakada CREB
delesyonu

4p16.3 Wolf Hirschorn Sendromu Nadir WHSC1

11p13 WAGR Nadir PAX6, WT1

*Tablo, 22 numarali kaynaktan gevrilerek alinmstir.

Mikrodelesyon sendromlarinda; MR yaninda klinik olarak ayirict taniya
yardimct her biri i¢in ayr1 dismorfik yiiz bulgulari, kardiyak anomaliler, davranig
problemleri ve ekstremite anomalileri gibi bulgular tanimlanmistir. Ayrica klinik
olarak tan1  konulabilen bu sendromlarin  bazilarinin  etiyolojisinde
mikrodelesyonun yaninda uniparental dizomi, tek gen mutasyonlar1 veya

imprinting hatalar1 bulunmaktadir (22).
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2.2.6.1.2.2. Subtelomerik Yeniden Diizenlenimler

Klinik degerlendirme ve konvansiyonel sitogenetik yontemlerle herhangi
bir anomali tespit edilemeyen hastalarda, yapisal anomalilerin daha sik
goriilebilecegi subtelomerik bolgelerin arastirilmast MR’1i olgularin %4,5 gibi bir

bdliimiiniin daha etiyolojisinin aydinlatilmasina katki saglamaktadir (6).

Kromozom telomerleri timin ve guanin (TG) niikleotidlerince zengin 6’11
dizilerin (TTAGGG) tekrarindan olusan 2-15 kb boyutundaki yapilaridir. Bu
telomerik bolgelerin hemen yaninda, ¢esitli tekrarlayan DNA dizilerini i¢eren ve
homolog olmayan kromozomlarda ortak olarak bulunabilen bolgeler subtelomerik
bolge adini alir. Subtelomerik bélge ¢cogu kromozomda ortak olarak bulunan 10-
15 kb boyutundaki distal parca ve 10-40kb biiytikliiglindeki proksimal pargadan
olusur (38). Subtelomerik bolgelerdeki tekrar dizilerinin ¢esitli kromozomlarda
ortak olmasi nedeniyle mayozda yanlis eslesmeler ve kromozomal
rekombinasyonlar daha sik goriilebilmektedir. Bu durum yapisal kromozomal
anomalilerin neden, daha sik bu bolgelerden kaynaklandigini agiklamaktadir (39).
Subtelomerik  bolgelerin  fonksiyonel gen bakimindan zengin olmasi
submikroskobik delesyon veya duplikasyonlarin klinige agir bir fenotiple
yansimasinin sebebi olarak goriilmektedir (40). Subtelomerik bdlge arastirmalar
klinikte agiklanamamis MR’nun yani sira, infertilite, tekrarlayan abortuslar ve

hematolojik malignitelerin etiyolojisini aydinlatmak i¢in de kullanilmaktadir (38).
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2.2.6.2. Tek Gen Hastaliklar

Tek gen hastaliklar1 otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagh
resesif ve X’e bagli dominant kalitim tipleriyle Mendeliyen kalitim kurallar
icinde kalitilirlar. Bu gurup icinde en biiylik yeri dogustan metabolizma
hastaliklar1 ve X’e bagli MR olusturmaktadir. Etiyolojisinde tek bir genin
bulundugu genetik sendromlar ile norometabolik hastaliklarda bulunan MR’a

siklikla MKA ve dismorfik yiiz bulgular eslik etmektedir.

2.2.6.2.1. X’e bagh Mental Retardasyon

Monogenik kalitilan MR’ler icinde, X’e bagli kalitilan MR (XLMR)
bliylik bir yer tutmaktadir, ¢linkii X kromozomu otozomal kromozomlara gore
MR’ye sebep olan genler agisindan yaklasik 2 kat daha zengindir (41). XLMR
erkeklerde 1.83/1000 oraninda goriilmektedir (42). Erkekler X kromozomunda
tasinan hastaliklar acisindan hemizigot olduklarindan XLMR’den daha ¢ok
etkilenmektedirler. XLMR, X kromozomunun “skewed” (dengesiz) inaktivasyon
paternine bagl olarak kizlarda da goriilebilmekte fakat daha hafif bir klinikle
seyretmektedir (43). XLMR’nun daha c¢ok erkekleri etkilemesi de MR’nin

erkeklerde daha sik goriilmesinin nedenlerinden biridir (16).

XLMR olgularda sadece MR ile kendini gosterebilecegi gibi ek konjenital
anomalilerin eslik ettigi sendromlar veya ndromuskiiler etkilenimin oldugu
hastaliklar olarak da ortaya cikabilir (44). Simdiye kadar tanimlanan toplam
XLMR hastaligindan 97’sinin yeri haritalama caligmalariyla tespit edilmisken,

bunlarin 82’sinden sorumlu gen klonlanmistir (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4. X’e bagh kalitilan MR hastaliklarinin genel siniflandirilmasi*

Toplam Haritalanms Klonlanms
Sendromlar 98 31 38
Noromiiskiiler hastahklar 51 16 28
Non-spesifik MR 66 50 16
Toplam 215 97 82

*Tablo, 45 numarali kaynaktan ¢eviri yapilarak alinmistir.

2.2.6.2.1.1. Fragil X Sendromu

Frajil X sendromu (1/2500 siklik) XLMR sendromlarinin yaklasik
%20’sini olusturan ve kalitsal MR sebepleri arasinda biiyiilk yer tutan bir
hastaliktir (46, 47). Frajil X sendromu CGG triniikleotitlerinin artmasiyla
karakterize, dinamik mutasyonlarin neden oldugu tekrarlayan dizi hastaligidir. Bu
ticlii tekrar sayilar stabil degildir ve nesilden nesile kalitimla artmakta ve hastalik
ortaya ¢ikmaktadir. Bu duruma antisipasyon denilmektedir. Normal bireylerde 6-
54 arasinda CGG tekrar1 bulunurken, premutasyon tasiyicist denilen ve hastalik
goriilmeyen kisilerde tekrar sayist 55-200 arasindadir (48). Xq27.3 lokusunda
bulunan FMR1 geninin 5’untranslated bolgesindeki CGG tekrarlarinin 200’{in
izerinde olmasi ise fullmutasyon olarak tanimlanir ve bu artig, genin promotor
bolgesinde bulunan CpG adaciklarinin  hipermetilasyonuna ve  genin
transkripsiyonel olarak sessizlestirilmesine neden olur. FMR1 geni ile kodladan

FMRP ise noronal gelisim i¢in 6nemli bir proteindir (46).
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Hastaligin bulgular1 arasinda MR, otistik davraniglar, karakteristik yiiz
goriniimii (uzun, dar yiiz, bliyiik kulaklar, interokiiler mesafenin darlig),
makroorsidizm yer almaktadir (49). Fragil X sendromu; kizlarda skewed X
inaktivasyonu oldugundan hafif bulgular verir. Premutasyon tasiyicisi annelerin
erkek c¢ocuklarinda antisipasyonla fullmutasyon goriilebilmektedir. Ayrica
premutasyon tasiyicist veya fullmutasyonu olan kadinlarda premature over

yetmezligi goriilebilmektedir (50).

2.2.6.2.2. Metabolik Hastalhiklar

Dogumsal metabolizma hastaliklari, ¢ogunlukla otozomal resesif olarak
kalitilan tek gen hastaliklaridir ve akraba evliliginin sik yapildig: tilkemizde %5
oraninda goriilmektedir. Hastalikli genin {irinii olan protein; genellikle ana
metabolik yolaklarda (anabolik veya katabolik) gorev alan bir enzim veya enzimin
kofaktoriidiir. Son {iriiniin {iretilememesi veya ara iirlinlerin ¢esitli organ ve
dokularda birikmesine bagli bulgular ortaya cikar. Tedavilerinde biriken son

tirtinlerden kisith diyet, liretilemeyen iiriinlerin veya enzimin takviyesi esas alinir

(51).

Dogustan metabolizma hastaliklarinin ¢cogunda MR bulunmakla birlikte,
erken tan1 ve uygun tedavi ile bu gruptaki bazi hastaliklarda MR 6nlenebilir.
Ulkemizde sik goriilen ve ulusal yeni dogan tarama programi iginde yer alan
Fenilketoniiri hastaligina erken tan1 konulmakta ve hastalar fenilalaninden kisith

diyetle normal/normale yakin zeka diizeyine sahip olabilmektedirler (52).
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2.2.6.3. Non-Mendeliyen Kalitim

2.2.6.3.1. Mitokondriyal Hastaliklar

Mitokondriyal DNA’da olusan mutasyonlar da genom mutasyonlar1 gibi
MR’ye sebep olabilmektedir. Mitokondri genomik DNA’dan ayr1 olarak kendi
igerisinde 16,5 kb biiyiikliigiinde halkasal yapida DNA molekiilii igerir.
Mitokondriyal DNA’da ribozomal ve transfer RNA’nin bazi tipleri ile oksidatif
fosforilasyonda gorevli proteinler kodludur. Mitokondri islevleri i¢in gerekli bazi
polipeptidler ise niikleer genomda kodlanmistir. Mitokondriyal DNA anneden
kalitilir. Mitokondriyal DNA’da olusan herhangi bir mutasyon, mitokondrinin
boliinmesi ve yavru hiicrelere aktarilmasi sirasinda hiicrelerin tamaminda mutant
ya da tamaminda normal (homoplazmi) veya hiicre i¢inde hem mutant hem
normal (heteroplazmi) mitokondri bulunmasima goére klinik bulgu verir. Bu da
mitokondriyal DNA’daki mutasyonla olusan hastaliklardaki degisken fenotipi
aciklamaktadir. Mitokondriyal genomdaki mutasyonlara bagli olusan hastaliklarda
goriilebilen degisken fenotipin bir diger nedeni de hiicrelerde bulunan mutant
mitokondri oraninin belirli bir esik degerinin {izerinde olmasidir (53).Mitokondri
enerji metabolizmasindan sorumlu hiicre i¢i organeldir. Hastaliklarinda da
Ozellikle enerji ihtiyac1 fazla olan ndromuskiiler sistem etkilenimleri
goriilmektedir. Anneden kalitilan veya sporadik delesyon/mutasyonlarla olusmus
mitokondriyal mutasyonlar ile niikleer genom mutasyonlarina bagli olusan

mitokondriyal hastaliklarda siklikla MR goriilebilmektedir (21).
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2.2.6.3.2. Uniparental Dizomi

Uniparental dizomi (UPD) herhangi iki homolog kromozom ¢iftinin veya
segmentinin tek bir ebeveynden koken almasi olarak tanimlanmaktadir. S6z
konusu kromozom veya kromozom segmenti anneden kaynaklaniyorsa maternal
UPD, babadan kaynaklaniyorsa paternal UPD olarak adlandirilir. Eger UPD
gelismis kromozom veya kromozom segmenti, koken aldigi ebeveynin tek
kromozomunun duplike olmasi ile olusursa izodizomi, iki homolog kromozomunu
da igeriyorsa heterodizomi olarak adlandirilir. UPD genellikle gametogenez
esnasinda mayoz béliinmede veya erken embriyonik donemdeki bir bdliinme
hatas1 sonucu olusmus trizomik embriyonun trizomiden kurtulmasi, daha nadir

olarak da monozomiyi tamamlamasi nedeniyle olusmaktadir (54).

Etiyolojisinde biiyiik oranla mikrodelesyonun bulundugu ve MR ile
seyreden hastaliklardan olan Prader Willi sendromundan yaklagik %20-25 oranla
paternal UPD 15q11.2 sorumluyken, Angelman sendromlu hastalarin yaklagik

%3-7’sinde maternal UPD 15q11.2 sorumludur (55).

2.2.6.3.3. Multifaktoriyel kalitim sonucu olusan Mental Retardasyon

Insanlarda bazi 6zelliklerin ortaya ¢ikmasinda tek bir gen veya tek bir
faktor etkili degildir. Boy, viicut agirhigi, goz-sa¢ rengi ve zeka boyle
ozelliklerdendir. Etiyolojilerinde genetik nedenler yaninda ¢evresel etmenlerin de
rol aldig1 ozellikler veya hastaliklar multifaktoriyel kalitimhidir. Kisinin DNA
dizisinde farkli genlerde meydana gelen mutasyonlar veya hastaliga yatkinlik

olusturan kiiclik degisikliklerin (polimorfizm) toplami ile ¢evresel etmenler
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cogunlukla tekli konjenital malformasyonlarin (yarik dudak-damak, noral tiip
defektleri vb.) ve erigkin ¢agi kronik hastaliklarin (Diabetes Mellitus, Alzeihemer

hastalig1 gibi) sebebi olarak goriilmektedir (21).

Otizm spektrumu hastaliklar multifaktoriyel kalitimli MR’ye verilebilecek
en 1iyi Orneklerdendir. Otizmi olan hastalarin yaklasik %75’inde MR
bulunmaktadir (56). Simdiye kadar otizmi olan hastalarda yapilan ¢alismalarda
hastaliktan sorumlu c¢ok sayida gen bulunmus ve yiiksek genetik heterojenite
saptanmistir (57). Bununla birlikte ayn1 mutasyonu tasiyan fakat farkli cevresel
etmenlere maruz kalan monozigotik ikizlerde klinigin degiskenlik gdsterdigi

goriilmiis ve otizm multifaktoriyel bir hastalik olarak degerlendirilmistir (57).

2.2.6.4. Mental Retardasyon Olusumunda Epigenetik Mekanizmalarin Rolii
DNA diziliminde herhangi bir degisiklik olmaksizin genin ifadelenmesini

diizenleyen ve kalitilmayan degisiklikler epigenetik degisiklikler olarak

tanimlanmaktadir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve RNA interferans

gibi mekanizmalar epigenetik degisiklilere sebep olmaktadir (58).

DNA metilasyonu ile bir genin herhangi bir bolgesinde hipermetilasyon
meydana gelmekte ve genomik damgalanmaya (genomik imprinting) sebep
olmaktadir. Genomik damgalanma ile o gen sessizlestirilmekte, yani ifade
bulamamaktadir. Bazi genlerin anneden gelen aleli ifade bulurken bazilarinin
babadan gelen aleli ifadelenmektedir. Bu degisken ifadelenme durumuna gore

genler germ hiicre asamasinda metillenmektedir. Ozellikle kadinlarda MR
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etiyolojisinde biiyiik yer tutan Rett sendromunda MeCP2 (metil CpG baglayict

protein 2) geni hipermetile olarak, ifade edilememektedir (58).

Genin susturulmasinda etkili mekanizmalardan biri  de histon
modifikasyonlaridir. DNA hiicre ¢ekirdeginde histon proteinleri ile kondanse
olarak paketlenir. Histon proteinleri, metilasyon, fosforilasyon, asetilasyon,
ubiquitinasyon, ADP ribozilasyon ve sumoyilasyon gibi islemlerle modifiye
edilerek hedef genin ifadelenmesi bozulabilir. CREB geninin mutasyonu veya
delesyonu ile olugan Rubinstein Taybi Sendromu; aynt zamanda CREB geninin
regiilasyon bozukluguna sebep olan histon hipoasetilasyonu ile de meydana

gelebilmektedir (59).

Diger bir epigenetik mekanizma olan RNA interferans ise gen
transkripsiyonu ve translasyonunda degisikliklere sebep olarak genlerin
aktivitesini baskilamaktadir. Bu mekanizma ile Down Sendromunda baz1 genlerin

ekspresyonu azaltilmaktadir (59).

2.2.6.5. Genetik Varyasyonlar ve Mental Retardasyon ile Iliskileri

Insan genomu yaklasik %99.9’luk bir oranla benzerlik gostermektedir.
%0.1’lik oran ise insanlar arasi farkliliklara sebep olmaktadir. Bu degisikliklerden
en sik goriileni tek niikleotid polimorfizmleri (SNP-Single Nucleotide
Polymorphism) olup, genom boyunca daginik olarak bulunan ve en sik goriilen
genetik varyasyon tipidir. Tek bir baz degisimi ile olugsmaktadir. Fonksiyonel bir

gen i¢inde bulunan SNP’lerin mutasyondan farki, olusacak olan proteinin yapisini
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degistirmemesi veya fonksiyonuna olumsuz katkida bulunmamasindan
kaynaklanmaktadir. Yaklasik olarak 10 milyonun {izerinde SNP Haplotip haritasi

projesinde (HapMap) kataloglanmistir (60, 61).

Diger bir genetik varyasyon tipi ise, basit bir baz degisiminden cok
degisken biiyiikliikte olan delesyonlar, duplikasyonlar veya insersiyonlardan
olusan polimorfizmleridir. En sik insersiyon/ delesyon tipi polimorfizmler
tekrarlayan dizi bolgelerinde meydana geldiginden dolayr bunlara “degisken
sayida sirali tekrar polimorfizmleri (VNTR- Variable Number of Tandem
Repeat)” denilmektedir. VNTR’ler tekrarlayan {nitenin biiylikliigline gore alt
guruplara ayrilir. Eger tekrar iinitesi 10 ila birkag 100 baz ¢ifti igeriyorsa
minisatellit olarak adlandirilirken, 2 ila 6 bp icerikli tekrar iinitelerinden olusan
VNTR’ler basit ardisik tekrar dizileri (STR- Simple Tandem Repeat) veya
mikrosatellit tekrarlar olarak siiflandirilir. Eger insersiyon/ delesyon olay1 1 kb
ile birka¢ Mb arasinda degisen biiyiikliikte olursa “kopya sayis1 degisikligi (CNV-
Copy Number Variation)” olarak adlandirilir ki bu CNV’ler ardisik tekrar eden
diziler arasindaki rekombinasyon sonucu olugmaktadir (60). CNV’ler toplumda
%1°den fazla siklikta goriiliirse kopya sayist polimorfizmi (CNP- Copy number
polymorphism) olarak kabul edilmektedirler (63). Tablo 2.5’de genomdaki

varyasyonlar 6zetlenmistir.
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Tablo 2.5. insan genomundaki yapisal ve dizi varyasyonlarr*

Varyasyon tipi Ozellik

Segmental duplikasyon Genomdaki farklt bir bolge ile >%90 benzerlik gosteren
duplikasyonlardir. Nonalelik homolog rekombinasyonda goérev
alirlar

Kopya sayisi degisiklikleri Kopya sayist referans genomla karsilastirildiginda degisiklik
(CNV) gosteren, 1 kb’den biiyilk DNA segmentleridir. Kopya sayisi
polimorfizmi popiilasyonda >%1 sikliga sahiptir.

Tek Niikleotid polimorfizmi  SNP’ler siklig1 %1’den fazla olan, tek niikleotid seviyesinde
(SNP) olusan varyasyonlardir. Simdiye kadar yaklasik 12 milyon SNP
kataloglanmistr.

Ardisik tekrar bolgeleri Ardisik  tekrarlar genomun farkli bolgelerinde lokalize
olabilmektedir. Minisatellit ve mikrosatellit tekrarlar bu guruba

(Tandem repeat) girmektedir. Genomun yaklasik %10’unu olusturan bu tekrar
dizileri ¢ogunlukla DNA’nmn heterokromatin bdlgelerinde
bulunur.

Daginik tekrar elementleri Uzun ve kisa dagmik tekrar elementleri (LINES-SINES)

genomun 6nemli bir kismini olugturmaktadir.
(Interspersed repeated

element)

*Tablo 60 numarali kaynaktan ¢evrilerek alinmgtir.

Yapilan caligmalarda insan genomunda ortalama 0.3-1 kb’lik araliklarla
yerlesmis 5-10 milyon SNP  bulunmaktadir. Genom dizilenmesinin
tamamlanmasindan sonra 600,000°den fazla VNTR tanimlanmistir. Tanimlanmasi
en gii¢ olan genetik degisiklik ise, sayis1 SNP ile VNTR arasinda bulunan, >%]1
popiilasyon sikligina sahip olan CNV’lerdir (63). Genomun yaklasik olarak
%12’s1 kopya sayist degisikligine sahiptir ve bu degisikliklerin %10-60’1

fonksiyonel bir gen igerisinde bulunmaktadir (64, 65).

CNV’ler fonksiyonel bir gen i¢inde bulunup, fenotipik degisiklik
olusturmalarina gore benign ve patojenik olarak ikiye ayrilmaktadirlar. CNV’ler
fenotipik etki olustursa bile kisinin sagligin1 olumsuz etkilemiyorsa yine benign

olarak smiflandirilmaktadir. Benign CNV’ler kaliimla nesiller arasinda
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aktarilabilirler ve saglikli kisilerde de tespit edilebilirler (62). Patojenik CNV’ler
ise hastaliklara yatkinlik olusturabilmekte veya bazi hastalik/ sendromlardan direk
sorumlu tutulmaktadirlar. Patojenik CNV’lerin meydana gelmesindeki
mekanizma ise parental gametlerde mayoz sirasinda olusan sporadik
degisikliklerdir (66). Hastaliklara sebep olan veya yatkinlik olusturan bazi

CNV’ler Tablo 2.6’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.6. Hastaliklarla iligkilendirilmis CNV 6rnekleri

CNV Lokiisii Sitogenetik lokalizasyon Hastahk

PMP22 17pl11.2 Charcot-Marie-Tooth Noropati Tip 1
CCL3L1 17q11.2 HIV yatkinligi

NRXNI 2pl6.3 Otizm spektrumu hastaliklari

SMNI 5q13 Spinal Muskiiler Atrofi

DEFB4 8p23.1 Crohn hastalig1 yatkinligi

Insan genomundaki bazi varyasyonlar protein asamasinda degisiklige
sebep olabilirken, cogu CNV buna sebep olmamaktadir. Fakat gen fonksiyonunun
diizenlenmesinde dnemli etkilere sahip olabilmektedirler. DNA dizi analizleri ve
array tabanli genom hibridizasyonu gibi yeni teknolojiler; bu CNV’lerin kanser
gibi bazi hastaliklarin olusumuna nasil yatkinlik sagladiklarini, MR gibi genetik
hastaliklarin gelisimine sebep olma mekanizmalarini ve tedaviye cevaptaki kisisel
farkliliklarin nasil ortaya ciktigi ile ilgili yeni bilgilerin edinilmesine imkan

saglamiglardir (60-62, 67).
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CNV arastirmalarinda en biiyiik endikasyonu, sebebi bulunamamis MR ve
/veya MKA’s1 olan hastalar olusturmaktadir. Bu hastalarda konvansiyonel
karyotipleme ile yapilan kromozom analizleri normaldir ve bunlar klinik olarak da
herhangi bir tek gen veya mikrodelesyon sendromuyla ortiistiiriilememislerdir

(68).

MR ve/veya MKA’s1 olan hastalarin %50-80’inde tiim arastirmalar
yapilmasina ragmen neden tam olarak bulunamamaistir (2). Nedeni belirlenememis
bu grupta MR’nin sebepleri arasinda genomik submikroskobik kayip veya
kazanclarin biiyiik yer tuttugu diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda otozomal veya
X’e bagl genetik hastaliklarda, hastaliga sebep olan degisikliklerin ¢ogu da dozaj
bagimlidir (69). Yine CNV igerikleri fazla olan Di George ve Williams Beuren
gibi mikrodelesyon sendromlarinda delesyona ugrayan bolgeler ticari olarak
tiretilen prob icerigine dahil olmayabilir ve lokusa 6zgli FISH testinde yalanci
negatif sonuclar verebilir. Tiim bu sayilan nedenlerden dolayr MR etiyolojisinde
CNV gibi normal bireylerde bir polimorfizm olarak bulunabilen genomik

varyasyonlarin 6nemi biiyiiktiir (65).

2.3. Mental Retardasyonun Sebebinin Arastirilmasinda Kullanilan Genetik

Yontemler

MR, gelisme geriligi ve/veya konjenital anomali ile bagvuran hastalarda
yapilacak ilk genetik yontem konvansiyonel karyotiplemedir (22). Periferik
kandan yapilan lenfosit kiiltiiriinden elde edilen kromozomlarin Giemsa-bantlama
yontemiyle boyanarak 1sik mikroskopunda 400-550 bant seviyesinde analizi ile
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sayisal kromozomal anomaliler ve biiyiiklikleri 10 Mb civarinda olan
kromozomal yeniden diizenlenimler saptanabilmektedir. Yiiksek c¢oziintirliikli
bantalama (HRB-High Resolution Banding) ile ise kromozomlar 550 ve iizeri bant
seviyesinde analiz edilebilmekte ve 5 Mb’dan kii¢iik degisimler taninabilmektedir

(67).

Kromozom analizinin agir MR’li olgularda (IQ<50) tani degeri %13
(%3.8’1 yapisal, %7.8’inde sayisal kromozomal anomali); orta-hafif dereceli
MR’li olgularda (IQ: 50-70) %4.1 oranindadir (70). Diger yapisal submikroskopik
anomalilerin arastirmasinda kullanilabilecek yontemler arasinda multiprob/lokus
spesifik FISH, MAPH (Multiplex amplifiable probe hybridization), MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification) ve CGH (Comperative Genomic

Hibridization) bulunmaktadir (67).

MR’nin klinik sitogenetik tanisindaki teknolojiler son 30 yilda G-
bantlama, FISH, telomer FISH, MLPA ve mikroarraye kadar gelismistir. G-
bantlama ile 3-5 Mb’dan biiyiikk degisiklikler tanimlanabilirken, mikroarray ile
<500 kb’lik yeniden diizenlenimler tani alabilmektedir. Sebebi aciklanamamis
MR’si olan hastalarda yapilan ¢aligmalar; yeni MR genleri bulunmasina zemin
hazirlamakta ve ileride MR tanisinin molekiiler yontemlerle kesin olarak

konulabilecegini gostermektedir (9).

2.3.1. Subtelomerik FISH Yontemi
Nedeni agiklanamamis MR ve /veya konjenital anomalili hastalarda

etiyolojiden %0,5-16,3 (%5-7) oranla subtelomerik yeniden diizenlenimler
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sorumlu tutulmustur (39, 71, 72). Yapisal subtelomerik kromozomal anomalilerin
saptanmasinda c¢esitli yontemler kullanilmakla birlikte ¢oklu prob kullanilarak
yapilan FISH analizi giivenilirlik ve ulasim bakimindan en c¢ok tercih edilen
yontemdir (39). Subtelomerik bolgelerin  arastirilmasinda  kullanilabilecek
yontemler ve Ozellikleri Tablo 2.7°de avantaj ve dezavantajlar1 yoniinden

karsilastirilmistir.

Tablo 2.7. Subtelomerik degisimleri gostermekte kullanilabilecek yontemlere genel bakis *

Yontem Yorumlar Kanitla Dengesiz ~ 1zodizomi Ticari

ma yeniden tanima olarak
ihtiyact  olusumlar giicii ulasilabili
1 tamima rlik

Multiprob Giivenilir fakat fazla is Hayir + - +

FISH giicii

Mikrosatellit ~ Tiim kromozom Evet - + -

genotiplendir  sonlarindaki

me delesyonlar1

tanimlayamaz ve
ebeveyn DNA’s1

gerekir
MAPH Giivenilir ve hizli Evet - -
MLPA Giivenilir ve hizli Evet - +
CGH Genis skalada tarama, Hayir - -

giivenilir fakat pahali
ve array gerekebilir

* Tablo, 39 numarali kaynaktan ¢eviri yapilarak hazirlanmistir.

2.3.2. Karsilastirmalh Genom Hibridizasyonu

Karsilagtirmali  genom  hibridizasyonu  (Comperative ~ Genomic
Hybridization, CGH) ilk kez 1992 yilinda uygulanmaya baslanmis, genom
boyunca olusmus kayip ve kazanclarin tespitinde kullanilan bir molekiiler
sitogenetik yontemdir. CGH temel olarak FISH’e benzemekte olup, farkli floresan
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boya ile boyanmis test (hasta) ve referans DNA Orneklerinin normal
kromozomlara baglanmasi ile elde edilen floresan renk farkliliklarina gore
degerlendirilmekte ve en az iki genomun karsilagtirilmasina imkan vermektedir

(73).

Ozellikle solid tiimérlerde kullanilmakta olan ydntem ile tiiméorlii dokuya
ait olan DNA dizisindeki kopya sayis1 degisiklikleri (kayip veya kazanclar),
normal  kromozomlar  {izerinde  haritalanmaktadir.  Kaliteli  metafaz
kromozomlarinin eldesinin zor oldugu tiimoér dokularinda, prenatal ve postnatal
olarak saptanan markir kromozom orjininin belirlenmesinde, az miktarda DNA ile
tim genomdaki CNV’lerin tespitini saglayan CGH yontemi oldukga kullanislidir

(74).

2.3.3. Mikroarray Teknolojisi ve Molekiiler Karyotipleme

Mikroarray teknolojisi temel olarak; DNA pargaciklarindan olusan bir
matriks iizerine, hasta DNA’sinin hibridize edilmesi esasina dayanmaktadir.
Giliniimiizde tim genomu taramak ve submikroskopik degisimleri (delesyon ve
duplikasyonlar) saptamak i¢in array tabanli sistemler siklikla kullanilmaktadir.
Array tabanli sistemler ayrica; hastaliklara sebep olan veya yatkinlik olusturan
genlerin tespitinde, mutasyon analizlerinde, meme ve kolorektal kanserler ile
lenfomalar basta olmak tizere kanser arastirmalarinda, yapisal kromozomal
anomalilerde etkilenen lokusun tespitinde, mikrodelesyon sendromlarinin
tanisinda, telomerik anomalilerin bulunmasinda, SNP ve CNV taramalarinda,

genotiplendirmede ve posttranslasyonel modifikasyonlarin tayininde oldukca
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faydali bir yontem olarak kullanilmaktadirlar (75,76). DNA mikroarrayleri; gen
ekspresyon analizlerinde, gen fonksiyonlarinin anlasilmasinda, eksprese olmayan
genlerin saptanmasinda, yeniden dizilemede (resequencing) ve yeni gen tespitine

biiyiik katki saglamaktadir (77,78).

CGH’in ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi sebebiyle 1997°de Solinas-Toldo
ve arkadaslart CGH teknigini mikroarray teknolojisi ile birlestirerek Array-CGH
yontemini gelistirmiglerdir (79). Bu yoOntem, konvansiyonel yontemlerle
kromozom analizi normal olarak belirlenen hastalarda submikroskopik
kromozomal yeniden diizenlenimleri tespit edebileceginden ayn1 zamanda yliksek

¢Oziiniirliiklii molekiiler karyotiplendirme olarak da isimlendirilmektedir (68).

CNV’lerin saptanmasinda kullanilabilecek etkili bir yontem olan Array
CGH; temel olarak floresan boya ile isaretlenmis hasta DNA’sinin ve referans
DNA’nin, DNA parcaciklarinin (fragman) olusturdugu bir matrikste hibridize
edilmesi ve hibridizasyon oranlarin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir. Bu DNA
fragmanlar1 Bakteriyel artitk kromozomlar (Bacterial Artificial Chromosomes,
BAC), kisa ve uzun oligoniikleotidler olmak tizere iice ayrilir. Sentetik
oligoniikleotid problar 25-85 baz c¢iftinden; cogaltilmis DNA pargalarini igeren
BAC problari ise 75 ila 200 baz ¢iftinden olusmaktadir. 1Mb ¢oziiniirliikli BAC
platformlar1 diisiik ¢oziiniirliige ragmen bircok CNV’nin saptanmasina katki

saglamiglardir ve hala bazi arastirma c¢alismalarinda kullanilmaktadir (80, 81).

Array-CGH ile yapilan ilk ¢alismalarda BAC klonlar1 kullanilmis ve 100

ve daha biiylik CNV’ler tespit edilebilmistir. Giiniimiizde ise array —CGH
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arastirmalar1 her bir mikroarray icin biiyiikliikleri 2.1 milyon Mb (2.1M)’a kadar
ulasabilen uzun oligoniikleotidler kullanilarak yapilmaktadir. Bir CNV’nin tespiti
icin en az 3 ila 10 ardisik probdan sinyal alinmasi gerekmektedir. Array-CGH
platformlarinin en Onemli avantajlarindan olan ulasilabilirligi ve yiiksek
¢cOziinlirligli klinikte karyotip analizi normal olan, gelisme geriligi ve MR’u
bulunan hastalarda kullanim kapasitesini artirmistir. Array CGH’de test edilecek
ornek ve referans 0rnek arasindaki sinyal orani normalize edilir ve kopya sayisi
i¢in kullanilan logaritmik degisim orani 2’ye (log2) doniistiiriiliir. Buna gore log2
oranindaki bir artis kopya sayisindaki kazanca, tam tersi bir durum olarak log2

oranindaki azalig kopya sayist kaybina isaret edecektir (81).

SNP arraylerinin de temelinde hibridizasyon olmakla birlikte CGH
teknoloijisinden birka¢ farkliligi bulunmaktadir. Oncelikle hibridizasyon her
mikroarray i¢in tek bir Ornekte yapilir. Logaritmik degisim oranlari; birgok
ornekteki her bir prob icin yogunluklarin kiimelendigi bolgeler degerlendirilerek
hesaplanir. SNP platformalari, DNA dizileri arasindaki tek niikleotid
farkliliklarina  spesifik ~ problarin  diizenlenmesinden  dolay1r  avantaj
saglamaktadirlar. SNP  mikroarraylarinin  tek  dezavantaji, array CGH

platformlarina gore sinyal giiriiltii oraninin daha az olmasi yoniindedir (81).

SNP arraylerinde analiz edilen Ornek ile referans hibridizasyonlar
arasindaki sinyal yogunluklar1 karsilagtirilir. SNP mikroarrayin en Onemli
avantajlarindan biri ise SNP alele 6zgilin prob kullanilmasidir. Bu 6zelligi ise,
CNV  duyarliligmi artirir, alellerin ayrimini yapar ve uniparental dizomi

bolgelerini  belirler. SNP arrayleri CNV tespit c¢alismalarinda siklikla
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kullanilmaktadir ve toplumda bulunan CNV’lerin kesfinde kendini ispatlamistir.
Ilk SNP arraylerindeki prob igerigi yeterince CNV’yi kapsamiyorken giiniimiizde
Affymetrix 6.0, 2.7 SNP Arrayleri ve Illumina 1M platformlar1 gibi sistemler
genomdaki polimorfik olmayan kopya sayisi degisikliklerini ve birgok SNP’yi
igermektedir. Diger 6nemli bir degerlendirme ise segilen toplumdur. Toplumda
bulunan ortalama heterozigosite SNP’lerin oranina etki etmektedir. Bu durum ise
aranan bir degisikligin tespiti i¢in daha fazla prob kullanmay1 gerektirebilir (81,

82).

Array platformu secimindeki bagka bir degerlendirme ise, hangi
biiyiiklikkte bir degisiklik aranildigmma goére yapilmaktadir. Bunlar da
coziiniirliiklerine gore Array tipleridir ki, kullanilan proba gore bir ayiriciliga
sahiptir. Ornegin 250K array, genomu 250 kilobazlik araliklarla taramaktadir.
Dolayisiyla ¢oziiniirliik arttik¢a kullanilan prob sayisi artmaktadir. Sonug olarak,
SNP ve CNV mikroarraylart1 uygulanan probun biiyiikliigiine gore genomda
birkag¢ diizineden yiizlerce adete kadar olan degisiklikleri saptayabilmektedir (81-

84).

Mikroarray sistemleri ile molekiiler karyotipleme, en basta nedeni
aciklanamamis MR ve/veya MKA’s1 olan bireylerde kullanilmakla birlikte,
etiyolojsinde submikroskopik genomik degisikliklerin rol oynadigi bir¢ok farkli
durumda da kullanilabilmektedir. Bunlarin basinda gelen prenatal tani igin,
andploidi  teshisinde  kullanilabilecegi gibi konvansiyonel yoOntemlerle
belirlenemeyen  marker  kromozomlarin  orjinini  tespit etmek  i¢in

kullanilabilmektedirler. Ayrica infertilite ve kotli obstetrik Oykiisii olan bireylerin
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arastirtlmasinda, mozaisizm tespitinde ileri molekiiler bir yontem olarak yerini
almaktirlar. Mikroarray sistemlerinin dengeli translokasyonlar1 tespit edememesi

ise dezavantajlarindandir (85).

2.4. Array Tabanh Sistemlerin Mental Retardasyon Arastirmalarinda

Kullanimi

Sendromik olmayan MR siklikla kromozomal anomaliler ile iliskilidir.
Konvansiyonel karyotipleme, ¢Oziiniirliik yaklasik olarak 5-10 Mb arasinda
oldugu i¢in, MR sebeplerinden ancak sayisal anomaliler ile biiyiik yapisal
degisiklikleri agiklayabilmektedir ki bu oran trizomi 21 dahil olmak tizere %10 ila
16 arasinda degismektedir. Klinik bulgular iyi bilinen mikrodelesyon sendromlari
ile subtelomerik bolgelerdeki CNV artis veya azaliglar ise, lokus spesifik FISH,
MLPA gibi yontemlerle tespit edilebilmektedir. Fakat ¢cok daha kiiclik ve klinik
etkileri heniiz kesinlesmemis CNV kayip veya kazanglarinin saptanmasi ancak
tim genomu biiylik ¢Oziiniirliikkte kapsayan array tabanli sistemlerle miimkiin

olmaktadir (68).

Array tabanli sistemler tiim genomu yiiksek ¢oziintirliikte tarayarak tiim
CNV’leri belirleyebilmektedirler. Butterworth ve arkadaslart MR ve /veya
konjenital anomalileri olan, toplam 13,926 bireyde yapilmis 19 meta-analizi
derlemislerdir. Yapilan bu meta-analize gore Array CGH’in MR ve /veya
konjenital anomalilere sebep olan tiim anomalileri tanima oran1 %10, sebep olan
anomaliyi ek bir yontemle teyit etmeyi gerektiren anomali oran1 %10 ve yanlis
pozitif olarak bulunan anomali orani ise %7’dir. Bulunan degisikliklerden bir
kismui iyi bilinen mikrodelesyon sendromlariyla ayni lokusta olmalarina ragmen,
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FISH ile tespit edilemeyecek kadar kiiciik oldugundan, ancak molekiiler
karyotipleme yontemi ile tespit edilebilmektedir. Bu teknolojinin yanlis pozitif
sonuglar verebilme olasiligina karsi, hastalarin klinik olarak dikkatli
degerlendirilmeleri ve bulunan degisikligin ek bir yontemle dogrulanmasi

gerektigini vurgulamislardir (86).

Mikroarray sistemleri, submikroskopik anomaliler sonucunda gelisen
hastaliklarin teshisinde belirgin basar1 saglamaktadir. Bu amagla 6zellikle MR ve
/veya konjenital anomalileri olan bireylerin arastirilmasinda konvansiyonel
sitogenetik yontemlerden sonra ilk sirada kullanilmaya baslanmiglardir. Klinik
tanida, fenotip-genotip yaklasiminin yanm sira genotip-fenotip yaklagimini da bu
molekiiler karyotipleme sistemleri getirmistir. Bruno ve arkadaslar1 SNP
mikroarray sistemi ile yaptiklar1 ¢alismada MR ve/veya konjenital anomalileri
bulunan 6500 hastanin 14’{inde tek niikleotid degisiminin neden oldugu otozomal
dominant tek gen hastalif1 tespit etmislerdir. Yapilan arastirma ile klinik olarak
tan1 konulan 9 hastada teshis molekiiler olarak kesinlestirilirken (fenotip-genotip
yaklasimi), 5 hastada ise bulunan degisikliklerden yola c¢ikilarak fenotip

belirlenmistir (genotip-fenotip yaklasimi) (87).

MR’li ¢ok sayida hastada Array CGH kullanilarak yeni mikrodelesyon ve
mikroduplikasyon sendromlari tanimlanmaktadir. Klinik olarak tan1 konulan sik
goriilen mikrodelesyon sendromlarinin yaninda, mikroarray yontemi ile arastirilan
vakalarda belirli baz1 bolgelerdeki CNV kayip ve kazanglarmma daha sik
rastlanmaktadir. Slavotinek ve arkadaglarinin yaptigi derlemede Array-CGH ile
arastirllan vakalarda siklikla saptanan 17q21.31 delesyon ve 17q21.31

duplikasyon sendromu, 15q13.3 delesyon sendromu, 16p11.2 delesyon sendromu,
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15924 delesyon sendromu, 1q41-g42 delesyon sendromu, 15p16.1 delesyon
sendromu ve 9q22.3 delesyon sendromlar1 ve tipik klinik bulgular1 6zetlenmistir.
Zaman igerisinde tanimlanan bu kromozomal degisikliklerin fenotipik
karakterizasyonlarinin  iyi belirlenmesi ile sik rastlanan mikrodelesyon

sendromlar1 gibi klinik olarak taninabileceklerini ileri siirmiislerdir (5).

Array tabanli yontemler saglikli bireylerde oldugu gibi sebebi
bulunamamis MR ve/veya konjenital anomalileri olan hastalarda da birgok
CNV’nin bulunmasina olanak saglamaktadirlar (88). Bulunan bu CNV’lerin
klinik olarak bir 6neminin olup olmadigini anlamak i¢in arastirmacilar gesitli

izlem semalar1 kullanmislardir (89, 90).

Sekil 2.1’de de MR ve /veya konjenital anomalileri olan bireylerde
microarray  teknolojileri ile saptanan CNV’lerin  yorumlanmasi ig¢in
kullanilabilecek bir akis semasi verilmistir. Insan genomunda yaklasik olarak %12
oraninda CNV bulunmaktadir (65). Bu CNV’lerin bir kismi saglikli bireylerde de
bulunabilir. Saglikli bireylerde de bulunan ve daha 6nce anlatildig1 gibi benign
olarak adlandirilan CNV’ler internet iizerinde bulunan genomik varyasyon veri
tabanlarindan (DECIPHERv4.1, Ensemble, Database of Genomic Variants ve
ECARUCA) arastirilmalidir (91-94). Ayrica gelismis bazi laboratuvarlar kendi
test ettikleri hastalar arasindan saglikli kisilerde tespit ettikleri CNV’lerin
kayitlarin1 yaparak kendi referans sistemlerini olusturmaktadirlar (88). Eger tespit
edilen CNV bilinen bir sendrom lokusunda bulunursa veya bir gen bdlgesini
igeriyorsa patojenik CNV olarak degerlendirilir. Saglikli bireylerde bulunmayan
ve bilinen bir mikrodelesyon/mikroduplikasyon sendromuyla uyum gdstermeyen

CNV’lerin potansiyel olarak patojenik oldugu diisiiniiliir. Bu durumda izlenecek
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yol bulunan degisikligin biiyiikliigiinii, gen icerigini degerlendirmek ve ilk defa

arastirilan bireyde cikip ¢ikmadigini anlamak igin ebeveyn galismasi yapmak

olacaktir (Sekil 2.1). Tespit edilen varyasyon, saglikli bir ebeveynden kalitiliyorsa

muhtemel olarak benign olarak degerlendirilir. Hasta ebeveynden kalitilan, de

novo saptanan veya higcbir gruba uymayan CNV’ler muhtemel olarak patojenik

CNV olarak kabul edilirler. Bu durumda ise, bilinen genomik varyasyon veri

tabanlarindan fenotipik olarak Ortiisen vakalar

arastirilarak  molekiiler

karyotipleme ile saptanan degisikligin klinikle olan iliskisi belirlenir (88).

CNV

y

Veritabanlarinda kayith mi1?

Normal kontrollerde gosterilmis mi? (n>3)

|24 A
Benign CNV evet hayir lyi bilinen genlerle veya sendromlarla iligkili
Evet / \‘ Hayir
Bilinen patojenik CNV Muhtemel patojenik CNV
Kahtilmig Kalitim, biiyiikliik ve gen igerigi
Ebeveynler saglikli mi1? De novo / \j ?
Olas1 benign CNV ZEvet Haylr\ Olasi patojenik

Klinik 6nemi bilinmeyen

|

|

DECIPHER, ECARUCA gibi veritabanlarinda 6rtiisen vakalar var

v

CNV’nin fenotipik olarak hastalarda veya saglikli bireylerde bulunmasina gore klinik iliski

Sekil 2.1.  Mental retardasyon ve /veya ¢oklu konjenital anomalileri olan bireylerde

bulunan CNV’lerin klinik olarak degerlendirilmesi

*Sekil 88 numarali kaynaktan ¢eviri yapilarak ¢izilmistir.

*
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2.4.1. Affymetrix 2.7 SNP Array

Affymetrix tiim genom 2.7 sitogenetik array platformu 400,103 tanesi SNP
olmak iirere toplam 2,761,979 oligoniikleotid markirin yiiksek ¢ozlniirliigi ile
tim genomun taranmasin1 saglamaktadir. Kullanilan bu SNP’ler, SNP
veritabanindan (dbSNP) secilmis olup, heterozigosite kayiplarnin (Loss of
Heterozygosity, LOH) tespitine de imkan vermektedir. Kullanilan 2,370,000
polimorfik olmayan markir ise RefSeq (Reference Sequence) genlerini,
sitogenetik kritik noktalarin1 ve sik goriilen CN'V’leri kapsayacak sekilde secilmis

ve sisteme uyumu saglanmistir.

Yapilan calismada kullanilan “Affymetrix® Cytogenetics Whole-Genome
2.7M Array” platformu firma tarafindan daha 6nce kullanilan SNP Array 6.0’1n
gelismis formudur. SNP Array 6.0’dan farki, kullanilan polimorfik olmayan
markir sayisinin artirilmast ve SNP yaninda CNV’lerin de tespitine daha ¢ok
olanak saglamasidir. Sistem, tarayicit (GeneChip® Scanner 3000), sivi istasyonu
(GeneChip® Fluidics Station 450) ve hibridizasyon firin1 (GeneChip®
Hybridization Oven 640) olmak iizere ii¢ cihazdan olusmaktadir. Ayrica
GeneChip® Operating yaziliminin yiiklii oldugu bir bilgisayar sistemi de

kullanilmaktadir (95).
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirmaya 2005-2009 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine kendisi basvuran veya diger
boliimlerden danisilan, nedeni bilinmeyen MR ve/veya MKA ve/veya dismorfik

yiiz gériiniimii bulunan 9 hasta dahil edilmistir.

Calisma icin Etik Kurul onayi, 23 Haziran 2010 tarihli Gazi Universitesi

Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 057 karar numarasiyla alinmistir.

Calismaya alinan hastalar; orta veya agir 6grenme giicliigli olan, dismorfik
bulgular1 ve/veya konjenital anomalileri bulunan, asir1 biiylime veya biiylime
geriligi saptanan, davranig problemleri, nérolojik bulgular1 olan, spesifik bir
sendrom ile klinik olarak iligkilendirilememis, kromozom analizi normal
bulunmus, FISH ile subtelomerik mikrodelesyon/duplikasyon saptanmayan hasta

grubundan se¢ilmislerdir.

3.1. OLGULAR

3.1.1.Olgu 1

Mental motor retardasyon ve biiylime geriligi nedeniyle Tibbi Genetik
Anabilim Dali’nda takip edilen 5 yasindaki kiz hastada prenatal olarak yapilan
ultrasonografide (USG) hidronefroz saptanmistir. Normal vajinal yolla zamaninda
dogan hastanin, dogum agirligi, boyu ve bas cevresi bilgileri 6grenilememistir.
Hasta postnatal olarak sol {ireteropelvik darlik nedeniyle opere olmustur.
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Konugmasi ve yiirimesi olmayan, sadece desteksiz oturabilen hasta mental ve

motor geriligi nedeniyle 6zel egitim almaktadir.

Aralarinda akrabalik bulunmayan saglikli anne ile hepatit B tasiyicisi
babanin altinci ¢cocugu olan hastamizin 18 yasinda mesane disfonksiyonu olan bir
kiz kardesi bulunmaktadir. Olgunun ayni zamanda 16 ve 10 yaslarinda saglikli iki
kiz kardesi ile 12 ve 7 yaslarinda saglikli iki erkek kardesi oldugu Oykiisiinden

ogrenilmistir.

Olgunun 2 yas 2 aylikken yapilan fizik muayenesinde; boyu 73 cm (<3p),
viicut agirligt 8,5 kg (<3p), bas cevresi 43cm (<3p) olup; brakisefali, asag1 doniik
palpebral fissiirler, anteverte nostril, silik filtrum, asimetrik kulaklar, displastik sol
kulak, bilateral hipoplazik kulak memeleri, retromikrognati, kubbe damak,
belirgin fotal parmak pedleri ve sirtinda tiiylenme artig1 belirlenmistir. Norolojik
muayenesinde; dort ekstremitede hipotonisite, dirseklerde bilateral 1. derece
ekstansiyon spastisitesi ve bunun disindaki tiim eklemlerde hiperlaksisite

saptanmistir.

Kranial MRI (Manyetik Rezonans Imaging) goriintiilenmesinde serebral
atrofi, myelin maturasyonunda gecikme, asimetrik kranium, mastoid siniislerde
bilateral efiizyon saptanan hastanin periventrikiiler ve supraventrikiiler beyaz
cevher alanlarinda yer yer minimal sinyal degisikliginin mevcut oldugu, bunun da
gliotik siire¢ lehine degerlendirilebilecegi ve korpus kallozumun bir miktar ince

goriiniimde oldugu belirtilmistir. Rutin biyokimya ve hemogram tetkikleri, idrar
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organik asit, kanda amonyak degerleri; isitme testi, g6z muayenesi ve motor

gelisme geriligi nedeniyle yapilan kas biyopsisi normal olarak degerlendirilmistir.

Kemik yas1 1 y1l geri olan (standart sapma o yas i¢in 2 ay) hastanin her iki
bacak ve femur grafisinde, osteopeni belirlenmistir. Ekokardiyografide patent
foramen ovale saptanan hastanin Elektroensefalografisi (EEG) normal olarak
raporlanmistir. Ayrica hastanin kranial MRI goriintiilemesi kraniosinostoz
acisindan Beyin Cerrahisi tarafindan degerlendirildiginde kranial siiturlara ait

patoloji saptanmadig1 belirtilmistir.

Periferik kan kiiltiiriinden yapilan kromozom analizinde 46,XX normal
karyotip saptanan hasta mevcut bulgulari ile bilinen herhangi bir sendrom ile
iligskilendirilememistir. Tiim kromozomlarin subtelomerik bolgelerine ait problarla
yapilan subtelomerik FISH analizi ile de hastamizin bulgularimi acgiklayacak bir

patoloji saptanmamustir.

3.1.2. Olgu 2

Mental motor retardasyon, korpus kallozum agenezisi ve uyku diizensizligi
nedeniyle Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda takip edilen 10 yasindaki kiz hasta
normal vajinal yolla, zamaninda 3085 gr, 50 cm olarak dogmustur. Postnatal
olarak herhangi bir sorunu olmayan hastanin 2 yasinda febril konviilziiyon ykiisii
bulunmaktadir. Néromotor gelisim basamaklar1 geri olan hasta, iki kelimeli basit
climleleri 5-6 yas civarinda kurmaya baslamis olup sosyal iliskilerinin iyi
olmadigi, sicaga tahammiil edemedigi ve cabuk sinirlenen bir kisilik yapis1 oldugu
Ogrenilmistir.
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Anne baba arasinda 1. derece kuzen evliligi olan olgunun 13 yasindaki kiz
kardesi de boy kisaligi nedeniyle klinigimizde takip edilmektedir. Hastanin soy

gecmisinde baska bir 6zellik bulunmamaktadir.

Olgunun 6 yas 3 aylikken yapilan fizik muayenesinde; viicut agirhig 19 kg
(25-50 p), boyu 101 cm (<3p), bas ¢evresi 48 cm (<2 SD) olup, yuvarlak yliiz, dar
alin, diisiik alin sag¢ ¢izgisi, kisa ve belirgin filtrum, kalin dudaklar, sivri disler,
kisa ve kalin boyun, bilateral klinodaktili, kisa ve kalin el parmaklari, 6demli
goriiniimde el ve ayak sirtlari, kisa bilateral ayak bagparmaklari ve yliriimede

dengesizlik tespit edilmistir.

Olgunun rutin biyokimyasal, metabolik ve tiroid fonksiyon testleri normal
aralikta saptanmig, gérme normal sinirlarda degerlendirilmistir. Kranial MRI
goriintlilenmesinde  korpus  kallozum  agenezisi  belirlenen  hastanin
elektroensefalografisi (EEG) serebral disfonksiyon lehine yorumlanmistir. Agr1 ve
duyu sensitivitesi azaldig i¢in yapilan elektromiyografisi (EMG) normal olarak
saptanan hastanin, isitmesi ise uyum gostermedigi i¢in degerlendirilememistir.
Oksiiriik ve hiriltili solunumu olan hastada pulmoner hemosiderozis 6n tanist ile
cekilen akciger tomografisi ve bronkoskopi ile alinan akciger biyopsisi normal

olarak raporlanmustir.

Olgunun karyotip analizi 46,XX olarak belirlenmistir. Bulgular1 bilinen
herhangi bir sendromla uyumlu olmayan hastaya MR etiyolojisine yonelik yapilan

subtelomerik FISH analizi de normal olarak raporlanmistir.

46



3.1.3. Olgu 3

Mental motor retardasyon ve boy kisaligi nedeniyle Tibbi Genetik
Anabilim Dali’nda takip edilen prenatal olarak herhangi bir 06zellik
tanimlanmayan 14 yasindaki kiz olgu zamaninda, normal spontan vajinal yolla
3300 gr olarak dogmustur. 9 aylikken desteksiz oturmaya, 1,5 yasinda yiirlimeye
bagslayan hastanin, okul basarisinin ve sosyal iliskilerinin koéti  oldugu
Ogrenilmistir. Hiperkinetik bozukluk nedeniyle Cocuk Psikiatrisi boliimii’nce
takip edilen hasta Ritalin® kullanmaktaydi. Ailesinde birden fazla MR tanisi almis

kardesi olan olgunun aile agac1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.

11 yasinda yapilan fizik muayenesinde; viicut agirligr 29 kg (10p), boyu
124 cm (<3p), bas cevresi 50 cm (<2SD), kula¢ boyu 34 cm, oturma yiiksekligi 65
cm olup, dar alin, upsweep, uzun kirpikler, belirgin columella, anteverte nostriller,

uzun filtrum, ince Ust dudak, bilateral yapisik kulak memeleri tespit edilmistir.

Boy kisalig1 nedeniyle Cocuk Endokrinoloji boliimiince de takip edilen
hastada insiilin benzeri biliylime faktorii baglayict proteini ve biiyiime hormonu
normal olarak oOlgiilmiistiir. Hastanin hemogram tetkikinde sinirda anemisi ve
MCYV disiikliigii bulunmasi ile dismorfik yiiz bulgular1 nedeniyle “Alfa Talasemi
Mental Retardasyon Sendromu” 6n tanisi ile yapilan hemoglobin elektroforezi

normal olarak degerlendirilmistir. Hastanin takibi sirasinda yasinin biiylimesi ile
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degisen yiiz bulgular1 nedeniyle belirtilen 6n tanidan da uzaklasiimistir.

R (I S
1 1 i\ Jj
— o~
1
: _ 1 _
1 [ [ 1 [ ! |
1 [ [ 1 [ 1 [
1 [ [ 1 [ 1 [
1 [ [ 1 [ 1 [
1 [ [ 1 [ 1 [
1 [ [ 1 [ 1 [
1 [ [ 1 [ 1 [
/1 /7N Y Y0 Y T — I L=
11 [ O Y2 N2 Y U J S I B S A | [ N AN
- | S | N - - - - !_! \“/ | -
| | |
1 [ e
| | o | [ + | + | |
| | | | | | | | | |
| | | | | | | | | |
| | | | | | | | | |
| | | | | | | | | |
1 | | 1 A 1 | A , | |
£ X/ N\ — N L /Y 1 2N i mammm
111 v\ 1 )y 1 b1 Y1 i/ v 1 rr b rr J 71 1
I /}u | I—| | N/ L1 | NS — | ~ _— | IS Dy S | S— | p— I_ll,hl [N NNy W)
; ; ! ! /
i i f { - —
i i i i i i i i i
i i i i i i i i i
I 1 1 1 I 1 1 I 1
! 1 N | 3 ! [ !
7\ I 1 I [N 2N AN\ [ ] —1 1
7N [ T T— N AN A 4] —
axT 1 1 1 1 1 1 — NANANY AN\ AN LNAI I I
v P R — NN DY N4 N oo
ry N/ —_— — W AN\Y NAY NN X\ 1 1
- he XN [—
Lo
i 5 3/ A < A 7 { a
! 2 2/ 4 b 1o} / & v

: Boy kisahi
: Boy kisahg, dismorfik ylz
{probanttanfarkli)

. Yarik damak, kicuk
dil yoklugu

: boy kisahi@, MR

J0U0O

Sekil 3.1. Olgu 3 (IV-4)’e ait aile agaci
Kromozom analizinde normal karyotip belirlenen hastanin mental
retardasyon etiyolojisini arastirmak amaciyla yapilan subtelomerik FISH testinde

de herhangi bir mikrodelesyon/duplikasyon saptanmamustir.

3.1.4. Olgu 4
MR’li ve dismorfik yiliz goriintimlii kardesi olmasi ve kendisinin de MR ve
konviilziyon gecirme Oykiisii bulunmasi nedeniyle Tibbi Genetik Anabilim Dali

polikliniginde takip edilen 4 yasinda kiz hasta’nin prenatal Gykiisiinde sorun
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olmadigi, zamaninda, sezeryan dogum (C/S) ile, 3990 gr, 52 cm olarak dogdugu
Ogrenildi. Postnatal 7. aya kadar herhangi bir sorunu olmayan hastamizin bu
donemde 2 kez febril konviilziiyon, sonrasinda febril olmayan konviilziiyon
oykiisii vardi. Cocuk Noroloji bolimiince de takip edilen hasta Depakin® ve
Rivotril® kullanmaktaydi. Basini 6 aylikken tutmaya baslayan hasta yiiriimeye 3,5

yasinda baglamisti.

Ebeveynleri ayn1 kdyden olan hastamizin 4 kardesi de klinik agirliklar
degismekle birlikte, kendisindekine benzer bulgular1 nedeniyle degisik
merkezlerde arastirilmis ve herhangi bir neden bulunamamisti. Kardeglerinin

klinik bulgular1 Tablo 3.1’de ve vakamiza ait aile agac1 Sekil 3.2°de 6zetlenmistir.

Hastamizin 8 aylikken yapilan fizik muayenesinde; viicut agirhig 10.5 kg
(75-90 p), boyu 72 cm (75-90 p) ve bas ¢evresi 46.5 cm (90-97 p) olarak tespit
edilmistir. Santral hipotonisi bulunan hasta; sarisin, renkli gozlii, makrosefalik
goriiniimlii ve yuvarlak yiizli idi. Kulak memelerinde hafif uplift bulunan hastada
upslanting palpebral fissiirler, kisa boyun, ense ve oksipital bolgede hemanjiyom,
ayrik yerlesimli meme baglari, bilateral inverted nipple, belirgin parmak pedleri,

hipoplazik ayak tirnaklar1 ve sakral dimple saptanmistir.

Konviilziyon etiyolojisine yonelik incelenen hemogram, karaciger ve
bobrek fonksiyon testleri ile metabolik hastaliklara yonelik taramalar1 normaldi.
Idrar, kan ve beyin omurilik sivisindan (BOS) yapilan kiiltiir rneklemelerinde
ireme olmamis, EEG ve beynin bilgisayarli tomografi (BT) ile

goriintliilenmesinde de konviilziyon sebebine yonelik bir degisiklik izlenmemisti.
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Kromozom analizi 46, XX normal karyotip olarak belirlenen hasta bilinen
herhangi bir genetik sendromla iligkilendirilmemis ve MR etiyolojisine yonelik
tim kromozomlarin subtelomerik bdlgelerinin arastirilmasi igin yapilan FISH

analizinde de kayip veya kazan¢ saptanmamustir.
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Sekil 3.2. Olgu 4 (III-5)’e ait aile agaci. Ok probandi isaret etmektedir.
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Tablo 3.1. Olgu 4’iin kardeslerinin klinik bulgularinin 6zeti

II-1 111-2 111-3 111-4 111-6
Yas, cinsiyet 26 yas, 24 yas, kiz 9 aylikken 19 yas,erkek 2 yas,
erkek penisilin erkek
alerjisi
nedeniyle
exitus, kiz
Ik 15 3,5 ay Hig 6,5 ay 2,5 ay
konviilziyon  giinliik gecirmemis
gecirme yasi
Simdiki MR, MR, konugma yok, MR, konusma Gelisme
durumu konusma, yiiriime: 6 yas yok, yirime: 2,5  geriligi,
yiirlime yas, Nedensiz halen
yok giilme yiiriime,
konusma
yok
Dismorfik Muayene  Sarisin, renkli goz, Muayene Sarisin, renkli Muayene
bulgular edilmedi  yliz uzun, upslanting edilmedi g0z, hafif edilmedi
palpebral fissiirler, hipotelorizm,
bilateral epikantus, parmak pedleri
parmak pedleri belirgin
belirgin, parmaklar parmaklar
fusiform. fusiform
Kranial Kranial MRI:
MR/BT Hipoksik iskemik
ensefalopati ile
uyumlu
periventrikiiler
l6komalazi.
3.1.5. Olgu 5

Onsekiz yasindaki erkek hasta, Cocuk Kardiyoloji boliimiinde g¢arpinti
nedeniyle yapilan Ekokardiyografide mitral kapak prolapsusu tespit edilmesi ve
MR goriiniim nedeniyle tarafimiza konstilte edilmisti. Hasta, prenatal ve postnatal
donemde herhangi bir sorun yasamamis olup; zamaninda, normal spontan vajinal
yolla 4500 gr olarak dogmustu. 4 yasina kadar anne siitii alan hasta yiirimeye 3
yasinda, 2-3 kelimelik climle kurmaya 6 yasinda baslamigti ancak muayene
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aninda hala kelimeleri tam telaffuz edemeyip, anlasilir climle kuramiyordu. 1Q
degeri 65 saptanan hasta 6zel egitim almaktaydi. Agresif tavirlar1 nedeniyle sosyal

geri ¢ekilmesi mevcuttu.

Herhangi bir saglik problemi olmayan, aralarinda 1.derece kuzen evliligi
(3. derece akrabalik) bulunan anne babanin 3. ¢cocugu olan hastamizin 20 ve 22
yaslarinda iki saglikli kiz kardesi vardi. Aile bireyleri arasinda hastanin fenotipik

olarak en ¢ok benzedigi kisi annesiydi.

Olgunun 17 yasindayken yapilan fizik muayenesinde; viicut agirligi 65 kg
(25p), boyu 182 cm (50-75p) olarak Olgiilmiis, fakat agresif davraniglarindan
dolay1 bas ¢evresi 6l¢iilememistir. Dismorfik bulgulari arasinda dar uzun yiiz, giir
kaslar, sinofris, anteverte nostriller, ince iist dudak, diizensiz dis yapisi, kulak
memelerinde hafif uplift, sol el 4. parmaginda mediyale deviasyon ve uzun
parmaklar saptanmigstir. Norolojik muayenesi normal olan hastanin, diz ve

dirseklerinde eklem laksisitesi tespit edilmistir.

Kromozom analizi normal saptanan hastanin dismorfik yiiz bulgulari,
mental ve motor retardasyonu, konusma bozuklugu ile agresif davranislari
nedeniyle klinik olarak Smith Magenis Sendromu diisiiniilmiistiir. Bu sendromun
etiyolojisinde delesyona ugrayan 17p11.3 bolgesi lokus spesifik FISH yontemi ile
analiz edilmis ve bu bolgeye ait bir anormallik izlenmemistir. Sonrasinda yapilan
subtelomerik FISH yontemi ile tiim kromozom telomerlerinin analiz edilmesiyle

de hastanin klinigini agiklayacak bir degisiklik bulunamamistir.
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3.1.6. Olgu 6

MR, gelisme geriligi ve dismorfik yiliz goriinimii nedeniyle Tibbi Genetik
Anabilim Dali polikliniginde takip edilmekte olan prenatal donemde bir sikintisi
olmayan, 7 yasindaki kiz hasta; 39 haftalikken normal spontan vajinal yolla
dogmustur. Dogum agirliginin 3200 gr ve boyunun 48 cm oldugu 6grenilmistir.
Postnatal donemde fizyolojik sarilik diginda sorun yasamayan hasta; 18 ay anne
siitli ile beslenmis, desteksiz oturmaya 1 yasinda, yliriimeye 2 yasinda baslamis ve
konusma gecikmesi nedeniyle incelendiginde sag kulakta sensorinoral isitme
kaybr tespit edilmistir. Yapilan psikometrik testlerde yasitlarina gore gelisme
geriligi belirlenmis olup 6zel egitim almaktaydi. Hastanin ayrica 6zge¢misinden;
gozlerinde kuruluk ve aglarken yas gelmemesi nedeniyle 3 yasindayken sol

goziinden lakrimal kanal tikanikligi nedeniyle opere oldugu ve 2 yasindayken

-----

Aralarinda akrabalik bulunmayan saglikli ebeveynlerin tek ¢cocugu olan
hastanin anne-babasinin ayn1 zamanda yeni bir gebelik i¢in prenatal tani istegi

bulunmaktaydi.

Olgunun 5 yasindayken yapilan fizik muayenesinde; viicut agirhigi 17 kg
(25p), boyu 103 cm (3-10p), bas g¢evresi 50 cm (3-10p) olarak belirlenmistir.
Dismorfik bulgular arasinda; kivircik ve frontotemporal bolgede seyrek saclar,
seyrek ve daginik kaslar, bilateral epikantus, uzun kirpikler, ayrik ve biiyiik on {ist

kesici disler, yiiksek damak, ellerde ve ayaklarda bilateral kisa 5. parmaklar,
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ellerde 3 ve 4. parmaklarda belirgin parmak pedleri, hipoplazik ayak tirnaklar1 ve

sakral dimple tespit edilmistir.

Kranial MRI incelemesinde korpus kallosum agenezisi ve pontin hipoplazi
saptanan hastanin isitme kaybina yonelik yapilan kulak MRI goriintiilemesinde i¢
kulak yapilari ile 7. ve 8. kranial sinirler normal olarak izlenmistir. Sakral dimple
icin yapilan yiizeyel ultrasonografide dimple’in koksigeal kartilaja uzanim

gostermekte oldugu fakat spinal kanal ile iligkisi bulunmadig belirlenmistir.

Kromozom analizi normal olarak belirlenen hastanin yiiz hatlariin hafif
kaba olmas1 ve 5. parmak kisaligi nedeniyle Coffin Siris Sendromu 6n tanisi ile
el- bilek grafisi istenmistir. Grafide 5. parmaklarin medial falankslarinda kisalik
olup distal falankslarda kisalik olmamasi nedeniyle 6n tani diglanmistir. Hastada
mental retardasyon ve ¢oklu konjenital anomalilerin etiyolojisini arastirmak igin

yapilan subtelomerik FISH analizi de normal olarak degerlendirilmistir.

3.1.7. Olgu 7

MR, boy kisalif1 ve dismorfik yiiz goriinlimii nedeniyle Tibbi Genetik
Anabilim Dali polikliniginde takip edilen 16 yasinda erkek hastanin prenatal
Oykiistinde herhangi bir anormallik olmayip, zamaninda normal vajinal yolla
dogdugu ve viicut agirhiginin ve boyunun ¢ok diisiik oldugu ancak rakamsal
degerlerini bilmedikleri 6grenildi. Motor ve mental gelisim basamaklar1 geri olan

olgu, halen uzun climleler kuramiyor, bazi harfleri diizgiin telaffuz edemiyor ve
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0zel egitim aliyordu. Hasta alerjik konjunktivit ve vernal konjunktivit nedeniyle

Goz Hastaliklar polikliniginde de takip edilmekteydi.

Ikinci derece kuzen evliligi yapmis olan anne-babanin 2. ¢ocugu olan Olgu
7’nin 17 yasinda saglikli bir kiz kardesi ve 9 yasinda dogustan gérme bozuklugu
ve 5 yil 6nce tan1 konulmus epilepsisi olan bir kiz kardesi daha bulunmaktadir.
Ayrica Olgu 7’nin bir erkek kardesinin de dogumundan 1 hafta sonra karin sigligi

nedeniyle eksitus oldugu 6grenilmistir.

Hastanin 9 yasindayken yapilan fizik muayenesinde; viicut agitlig1 32,9 kg
(3-10p), boyu 134,9 cm (<3p) ve bas cevresi 50,5 cm (<2p) olarak Ol¢iilmiistiir.
Olgunun diger bulgular1 arasinda; giir saclar, upsweep, diiz alin, kavisli ve seyrek
kaslar, upslanting palpebral fissiirler, belirgin kolumella, uzun filtrum, kiiciik ag1z
ve kulaklar, ince tlist dudak, kiigiik disler, kuru cilt ve bilateral el 5. parmaklarinda

klinodaktili belirlenmistir.

Hastanin hemogram, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri ile tiroid
fonksiyon testlerinde herhangi bir anormallik izlenmemistir. Boy kisaligina
yonelik incelenen Somatomedin C ve insiiliin benzeri biliylime faktorii baglayici
proteini (ILGFBP) de normal aralikta tespit edilmistir. Olgunun 12 yas 7 aylikken
cekilen el bilek grafisinde kemik yas1 11 yas 6 ay ile uyumlu bulunmus ve
standart deviasyon eklenince kemik yas1 takvim yas1 ile uyumlu olarak

degerlendirilmistir.
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Klinik olarak herhangi bir sendromla iligkilendirilemeyen hastanin

kromozom analizi ve subtelomerik FISH analizi normal olarak degerlendirilmistir.

3.1.8. Olgu 8

Mental retardasyon, dismorfik yiiz goriinimii nedeniyle Tibbi Genetik
Anabilim Dali polikliniginde takip edilen 22 yasinda erkek hasta yetistirme
yurdunda barindigr icin prenatal, natal, postnatal Oykiisii ile aile hikayesi
almamamistir. Epilepsi nedeniyle Noroloji boliimiince takip edilen hasta
Tegretol®, kendisine zarar vermesi ve ayni cinse ilgisi olmast nedeniyle Serequel®
kullanmaktaydi. 1Q degeri 45 puan olarak degerlendirilen hasta 6zel egitim

almaktayda.

Hastanin 18 yasindayken yapilan fizik muayenesinde; boyu 172 cm (25-
50p), bas cevresi 54 cm (3-10p) olarak Olclilmiis fakat hastanin viicut agirlig
kooperasyon eksikliginden dolayr degerlendirilememistir. Fizik muayenesinde;
mikrosefalik goriinlim, dar alin, belirgin glabella, belirgin burun koki, yiiksek
burun kopriisii, kisa filtrum, dar damak, karisik dis yapisi, retrognati, uzun boyun,
ensede hemanjiom, kuru cilt, uzun parmaklar, 3-5. parmaklarda daha belirgin
olmak iizere proksimal interfalangeal eklemlerinde bilateral kontraktiir, sol ayakta
3. parmakta kontraktiir, agiklig1 sola bakan torakolomber skolyoz ve kifoz tespit

edildi (Sekil 3.3). Genital muayenesi normal olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.3.  Olgu 8’in fizik muayene ve dismorfik bulgulari a) Olgunun yiiz gériiniimii, b)
skolyoz ve kifoz, c-d) ellerde kendine zarar vermeye bagli travma sonrasi sargi
ve parmaklarda araknodaktili, fleksiyon kontraktiirleri, e) ayak parmaklarindaki
fleksiyon kontraktiirii izlenmektedir (Fotograflar olgunun yasal velisinin izniyle
kullanilmistir).

Epilepsi ve MR etiyolojisi i¢in yapilan kranial MRI normal sinirlarda

bulunurken, hastanin rutin biyokimya, hemogram ve idrar tetkiklerinde patoloji

saptanmadi.

Kromozom analizi normal karyotip olarak belirlenen hasta, klinik
bulgulariyla herhangi bir genetik sendromla iligkilendirilmedi. Tiim

kromozomlarin telomerlerinde, klinigi aciklayabilecek olast mikrodelesyon veya
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mikroduplikasyonlarin arastirilmasi amaciyla yapilan subtelomerik FISH testinde

de anormal bir yeniden diizenlenim izlenmedi.

3.1.9. OLGU 9

Mental motor retardasyon nedeniyle Tibbi Genetik Anabilim Dali
polikliniginde takip edilen 10 yasindaki kiz hastanin ailesi saglikli ¢ocuk sahibi
olabilmek icin prekonsepsiyonel danigsmanlik almak istiyordu. Hastanin annesi
ovulasyon indiiksiyonu i¢in ila¢ kullanmakta iken gebe kalmis olup, prenatal
donemde bir problem yasamamisti. Zamaninda C/S ile, viicut agirligi 3200 gr ve
boyu 51 cm olarak dogan hasta mekonyum aspirasyonu nedeniyle 1 hafta kiivozde
izlenmisti. Bagin1 tutmak dahil hi¢gbir motor gelisim basamagini tamamlayamayan
hasta hipotoni ve 22 ayliktan beri olan direngli epilepsi nedeniyle Cocuk Noroloji
bolimiince de takip edilmekteydi. Kullandigi ilaglar; Topamax®, Sabril®,

Depakin® ve Firuzum®du.

Aralarinda 3. derece akrabalik bulunan saglikli anne babanin ikinci ¢ocugu
olan hastanin 9 yasindaki kiz kardesi, kendisi dogmadan 5 yil 6nce besin
aspirasyonu nedeniyle eksitus olmustu. Olgunun kardesinin de kendisi gibi
hipotonisitesi ve yutma gii¢liigli oldugu, kranial goriintilenmesinde “Dandy
Walker” malformasyonu ve serebral atrofi tespit edildigi dosya bilgilerinden ve

ailesinden 6grenildi.

Hastanin 6 yasindayken yapilan fizik muayenesinde viicut agirhig 23 kg
(75-90 p), boyu 108 cm (25-50p) ve bas cevresi 47 cm (<3p) idi. Olgunun

dismorfik bulgular1 arasinda kivircik saclar, anormal kafa sekli (pleigosefali),
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sinofris, uzun kirpikler, upslanting palpebral fissiirler, strabismus, kisa burun,
anteverte nostril, agik agiz, aralikli ve diizensiz yerlesimli disler, ense sag
cizgisinde yaklasik 3X4 cm biyiikliiglinde hemanjiom, bilateral fusiform el
parmaklari, kalin proksimal falankslar, pes planus ve ayaklarda bilateral 2-3.
parmaklar arasinda sindaktili belirlenmistir. Norolojik muayenesinde belirgin
hipotoni, artmis derin tendon refleksleri ile klonus patolojik refleksi pozitif olarak

saptanmistir.

Kardes oliim Oykiisii nedeniyle prenatal donemde amniyosentez
materyalinden dis merkezde yapilmis olan kromozom analizi normal karyotip
olarak raporlanmigti. Kromozom analizi ile es zamanli olarak Spinal Muskiiler
Atrofi agisindan analiz edilen SMN geni ekzon 7 ve 8’de de delesyon
saptanmamisti. Yapilan BT’de serebellar vermis inferiorunda hipoplazi
saptanmisti. Kranial MR incelemesinde ise Dandy Walker varyanti, minimal
triventrikiiler hidrosefali ve oksipital hornda asimetrik dilatasyon izlenmisti.
Isitme testinde herhangi bir anormallik saptanmayan hastanin Ekokardiyografik

degerledirilmesi ve vertebra grafisi de normal olarak belirlenmistir.

Olgunun postnatal olarak yapilan yiiksek rezoliisyonlu kromozom
analizinin de normal saptanmasi {izerine MR etiyolojisini arastirmak icin yapilan
subtelomerik FISH analizinde de kromozomlarin telomerlerinde herhangi bir

yeniden diizenlenim izlenmemistir.
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3.2. DNA ELDESI

3.2.1. DNA Eldesi Icin Gerekli Malzemeler

Otoklavlanmis bidistile su (Applichem®)

Proteinaz K (20 mg/ml) (Applichem®)

Lysis buffer (10 mM TrisCl, 400 mM NaCl, 2 mM Na2EDTA pH:
8.2) (Applichem®)

SDS (sodyumdodesil siilfat) (Merck™)

Amonyum asetat (Merck®)

Absolii etanol (Riedel-De Haen®)

TE Buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM Na2EDTA pH=7.5)

(Applichem®)

3.2.2. DNA Eldesi Yontemi

DNA’lar “Yiiksek Tuz Konsantrasyonlu DNA izolasyon Y&ntemi” ile elde

edilmistir.

2,5 ml kan 15 ml’lik steril tiipe alinip, iizerine 15 ml’ye tamamlayacak
sekilde oOnceden hazirlanmis otoklavlanmis soguk bidistile su
konulmustur.

Asagi yukari ¢alkalayarak 2-3 dk hizli olarak karistirildiktan sonra 2000

rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
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e Siipernatant atilip pelletin iizerine tekrar soguk su ilave edilip santrifiij
yapilmis, bu islem 5 kez daha tekrarlanip, son bosaltmada tiipler bir
kagit havlunun {izerine ters gevrilip, siiziilmesi saglanmistir.

e Siiziildiikten sonra tekrar ¢evrilerek lizerine 750 ul niikleolizis buffer,
40 pl Proteinaz K (20 mg/ml), 50 ul SDS konup ¢alkalanmis ve bir
gece 37 °C de bekletilmistir.

e Ertesi glin 500 pl Amonyum asetat eklenip, asagi yukari hizla
kanigtirilarak 10 dk oda 1sisinda bekletilmis ve 3500 rpm de 20 dk
santrifiij edilip, lizerindeki siipernatant bagka 15 ml tiipe aktarilmistir.

e Tiiplin icindekinin iki kat1 kadar absolii etanol konulup, hafif
karistirilarak icindeki DNA belirginlestirilmistir.

e Onceden igerisine 150 ul TE konan ependorflara pipet ucuyla alinan
DNA konulup, 1 giin oda sicakliginda bekletilmis ve ¢ozlinmesi
saglanmstir.

e (oziinmiis olan DNA %]1°lik agaroz jelde yliriitilmiis ve Nanodrop
ND-1000 USA spektrofotometrede Olciilmiistiir. OD260/0OD280 orani
ve optik dansitesi kaydedilmistir.

e (Cozilindiikten sonra kullanilincaya kadar deepfreze kaldirilmistir (-

20°C).

3.3. CYTO 2.7 MARKER ASSAY ARRAY CALISMASI

e Array caligmasi sistem saglayici firmanin protokoliine uyularak
yapilmustir (95).
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e (Calismanin basamaklar1 Sekil 3.4’te 6zetletlenmistir.

DNAIZOLASYONU

100ng genomik CNA

!

S

AMPLIFIKASYON

Yaklasik 30pg
amplifiyec DNA

!

S

PLRIFIKASYON

Yaklasik 30pg saf DNA :
20ug isarctlenmis
DNA

l

FRAGMANTASYON-
ISARETLEME

!

HIBRIDIZASYON

Sekil 3.4. Array 2.7 caligmasinin basamaklari

!

YIKAN A-BOYAMA-TARAMA

!

ANALIZ

e Array calismasinda kullanilacak olan DNA’larin konsantrasyonlari

spektrofotometrede ve yaklasik olarak 250 ng/ul yogunlugunda

Ol¢iilmiigtiir. Tiim DNA’larin OD260/0OD280 (optik dansite) oraninin

1.8 ile 2 arasinda bulunmasina dikkat edilmistir.

e Elde edilen DNA’lar %]1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek degrade

olmadigindan emin olunmustur.
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Molekiiler karyotiplemede 33 ng/ul DNA kullanilacagi i¢in, hastalarin
kanindan elde edilen yaklasik olarak 250 ng/pul yogunlugundaki

DNA’lar, IXxTE (Tris EDTA) buffer ile diliie edilmistir.

3.3.1. Tiim Genom Amplifikasyonu

Bu basamak ve sonraki basamaklarda kullanilacak olan tim malzemeler

saglayici firma tarafindan Affymetrix® USA markasi altinda tedarik edilmistir.

Gerekli malzemeler:

Cyto 10x Denaturasyon Soliisyonu (DS) (-20 C°)
Cyto 10x Notralizasyon Soliisyonu (NS) (-20 C°)
Cyto Amplifikasyon reaksiyonu Buffer1 (-20 C°)
Cyto Amplifikasyon enzimi (-20 C°)

Cyto Water (oda sicaklig)

1,5 mI’lik ependorf

Y Ontem:

DS, NS ve Amplifikasyon buffer1 -20 C®den c¢ikarilarak oda
sicakliginda  ¢oziinmesi  beklenmistir.  Amplifikasyon  buffer
cOziindiikten sonra kuvvetlice vortekslenip, maksimum hizda spin
yapilmis ve buz lizerinde bekletilmistir. DS ve NS ise oda sicakliginda

bekletilmisgtir.

10x DS ve 10x NS, Ix haline diliie edilmis, vorteks ve spin

yapilmuigtir.
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e 1,5 mlI’'lik ependorflara 33 ng/ul’ye dilue edilmis genomik DNA’dan
3’er pl konulmustur (3x33= 99, yaklasik 100 ng).

e Uzerine oda sicakliginda 1x DS 3 pl eklenmis ve vorteks-spin
yapilmuistir.

e 3 dk oda sicakliginda beklendikten sonra drnekler iizerine 1x NS’den
6’sar ul eklenip, vorteks spin yapilarak toplamda 12 pl olan 6rnekler
buza konulmustur.

e Hig beklenilmeden, buzda bulunan amplifikasyon bufferdan 50 pl ve -
20 C”deki amplifikasyon enziminden 2,5 pl eklenerek elde edilmis
toplam 64,5 pl’lik her bir 6rnek vortekslenerek spin yapilmstir.

e Hazirlanan oOrnekler amplifikasyon i¢in 30 Cye 1sitilmis 1s1
dongiileyiciye (Thermal cyclar) yerlestirilmis ve Tablo 3.2’de verilen

program uygulanmigtir.

Tablo 3.2. Is1 dongiileyicide uygulanan amplifikasyon programi

Cyto Amplifikasyon Programi

Sicaklik Zaman
30°C 16 saat
65 °C 3 dakika
4°C Bekleme
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3.3.2. Piirifikasyon

Gerekli Malzemeler:

Cyto Elution Buffer (oda sicakligi)
Cyto Piirifikasyon Yikama Buffer (oda sicakligi)

Cyto Magnetik Bead (+4 C°)

Y Ontem:

Kit ilk acildiginda Cyto piirifikasyon yikama bufferma %1001tk
etanolden 10,5 ml eklenmistir.

+4 C®den ¢ikarilan Cyto Magnetik Bead homojen olacak sekilde
vortekslenmistir.

64,5 pl’lik amplifiye olmus Ornekler, alti diiz olan 2ml’lik
ependorflara alinmis ve iizerlerine 90 ul Magnetik Bead eklenmistir.
10 kez pipetaj yapilip, 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
ependorflar manyetik alan lizerine alinarak sivi tam seffaf olana kadar
bekletilmistir (yaklasik 5 dk).

Manyetik Bead’lere baglanarak ependorfun manyetik alan yoniinde
bulunan yiizeyine yapisan DNA’ya  dokunulmadan seffaf
slipernatanlar pipet ile ¢ekilmistir.

Manyetik alandan ¢ikarilan ependorf lizerine daha dnceden %100’liik
etanol eklenmis haldeki Cyto piirifikasyon yikama buffer’indan 200 pl
eklenmigstir. 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra yine

manyetik alanda siv1 seffaflasana kadar (yaklasik 1 dk) bekletilmis ve
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seffaf slipernatan atilmistir. Bu yikama islemi aynmi sekilde 2 kez
tekrarlanmistir.

Ependorf igindeki ¢okeltinin kurumasina miisade edilmeden 50 pl
Cyto elution buffer ilave edilmis ve 15-30 dk sivi homojen olana
kadar en yiiksek hizda vorteks yapilmistir.

1500 rpm’de 1 dk spin yapildiktan sonra, manyetik alan iizerinde 15
dk ependorfun kapagi kapali, 15 dk acik olacak sekilde bekletilmis ve
seffaf siipernatanlar (yaklasik 45 ul) yeni ependorflara alinmistir.
Vorteks-spin yapildiktan sonra spektrofotometrede oOlglilmek {izere
ornekler 1/10 oraninda sulandirilmistir. Olgiimde yogunlugun 1-2
png/ml, OD260/0D280 oraninin ise 1.8 ile 2 arasinda olmasina dikkat

edilmistir.

3.3.3. Fragmantasyon- isaretleme

Bu asamada amplifiye edilmis ve saflastirilmis gDNA, pargalara ayrilarak

isaretleme yapilmistir.

Gerekli Malzemeler:

Cyto Frag-Label Buffer (-20 C°)

Cyto Frag-Label Enzimi (-20 C°)
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Y Ontem:

Oda sicakliginda ¢oziinmesi beklenmis Cyto Frag-Label Buffer
vorteks-spin yapildiktan sonra, Cyto Frag-Label enzimi ise direk
olarak buz iizerine yerlestirilmistir.

Buz iizerinde yeni ependorflara piirifiye edilmis 6rneklerden 37 ser ul
konulduktan sonra iizerlerine 10 pl Frag-Label Bufferi, 3 pl Frag-
Label enzimi eklenerek elde edilmis toplam 50 pl olan &rnekler
vorteks-spin yapildiktan sonra Tablo 3.3’de verilen programa gore 1s1

dongiileyiciye yerlestirilmistir.

Tablo 3.3. Is1 dongiileyicide uygulanan fragmantasyon ve isaretleme programi

Cyto Frag-Label Programi

Sicaklik Zaman
37°C 2 saat
95°C 10 dakika
4°C Bekleme

Reaksiyon sonrasinda ornek, fragmantasyonun kontrolii ig¢in %4’ liik
agaroz jelde ylritilmiistir. 2,5 pl ornek, 2,5 pl’orange dye’ile
boyanarak marker esliginde jele yiiklenmis, 140 wvoltta 20 dk
yirlitilmistir. Bant yogunlugu 50-200 bp arasinda goriilerek

fragmantasyon kontrol edilmistir.
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3.3.4. Hibridizasyon
Bu asamada array ciplerini saglayan firmaya ait hibridizasyon firini

kullanilmistir. Hibridizasyon buz {izerinde yapilmistir.

Gerekli malzemeler:

e Cyto Hibridizasyon Buffer (-20 C°)
e Array 2.7 ¢ipi

e Hibridizasyon firin1 (Affymetrix Hybridization Oven 640)

Y Ontem:

e Hibridizasyon buffer: kullanilmadan 6nce 15 dk buzda bekletilmistir.
Sonrasinda buz tizerindeki her bir 6rnek lizerine 100 pl hibridizasyon
buffer1 eklenerek elde edilen 147,5 ul hacimli 6rnekler vorteks ve spin
yapildiktan sonra denature edilmek lizere asagida verilen programa

ayarlanmis 1s1 dongiileyiciye yiiklenmistir. (Tablo 3.4)

Tablo 3.4. Is1 dongiileyicide uygulanan denatiirasyon programi

Cyto Denatiirasyon Programi

Sicaklik Zaman
95 °C 5 dakika
50°C 15 dakika
50°C Bekleme

e Denatiire olan o6rnekten 130’ar ul pipete cekilerek Sekil 3.5°de

gosterildigi lizere array c¢ipinin bolmelerine yavagca yiiklenmistir.
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Yuvarlak etiketlerle bdlmeler kapatilarak 50 °C’ye 1sitilmig
hibridizasyon firininda 60 rpm’de g¢evrilecek sekilde 16 ila 19 saat

arasinda inkiibe edilmistir.

Arraycipi:
Orneklerin
yuklendigi
bélmeleryuvarlak
etiketlerle kapatilir

Sekil 3.5. a) Array ¢ipinin gériintiisii b) Orneklerin kiiciik bolmelere yiiklenisi.

3.3.5. Yikama, Boyama ve Arraylarin Taranmasi
Bu asamada arrayler yikanip boyanarak analiz edilmek {izere tarama

islemleri gerceklestirilmistir.

Calismanin bu basmaginda da yikama, boyama ve tarama islemlerinde

saglayici firmaya ait cihazlar kullanilmistir.
Gerekli malzemeler:

e Svi istasyonu 450 (Affymetrix Genechip® Fluidics Station 450)

e Tarayic (Affymetrix Genechip® Scanner 3000)
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1,5 ml ependorf (dogal, mavi ve kirmizi)
Sitogenetik Reagent kiti:

e Cyto Boyama Buffer 1 (4 C° - amber)

e (Cyto Boyama Buffer 2 (4 C° - amber)

e Cyto Holding Buffer (4 C° - amber)

e (Cyto Yikama Buffer A (oda sicakligi- turuncu)

e Cyto Yikama Buffer B (oda sicakligi- turuncu)

Yontem:

Yikama Istasyonunda (Fluidics station) bulunan bos siselere 500’er ml
Cyto Yikama Buffer A ve B eklenmistir. Su sisesi doldurulmus, ¢op
sisesi bosaltildiktan sonra sistem 6n yikama yapmasi i¢in PRIME-450
programi ile calistirtlmistir.

Bu sirada 4 °C’de bulunan Cyto Boyama buffer 1 ve 2 ile Holding
Buffer oda sicakliginda bekletilmis ve Tablo 3.5’de gosterildigi gibi
1,5ml’lik tiiplere alinmistir.

1,5 ml’lik renkli tiiplerde bulunan Cyto Boyama buffer 1 ve 2 ile
Holding Buffer Sekil Fl’deki gibi yikama istasyonuna
yerlestirilmistir.  “Cytogenetics Focused Array 450" protokoli
secilerek cihaz calistirilmistir. Sonra kartus kartlar1 array ciplerini

yerlestirmek iizere agilmistir.
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Tablo 3.5. Yikama ve Holding Bufferlarin Tiiplere boliinmesi

Reagent Tiipiin rengi Tiiplere konulan voliim
Cyto Boyama Buffer 1 Amber 500 pl
Cyto Boyama Buffer 2 Mavi 500 pl
Cyto Holding Buffer Natural 800 ul

e Hibridizasyon firinindan alinan array ¢ipleri (tek seferde 4 adet olmak
izere) iizerindeki yuvarlak kapama etiketleri kaldirildiktan sonra
yikama istasyonuna yerlestirilmis ve barkotlar1 okutularak sistem
yikama ve boyama yapmasi i¢in ¢aligtirtlmistir.

e Program sonlandiginda array g¢ipleri ¢ikarilarak bdlmelerin {izerine
tekrar kapama etiketi yapistirilmistir. Tarama yapilacak bilgisayara
tekrar barkodlar1 okutturulan array cipleri tarayiciya yiiklenerek

sistem c¢alistirilarak tarama islemi yapilmistir.

3.3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calismanin sonuglart “Chromosome Analysis Suite (ChAS) v1.2.1
Software (Affymetrix)” programi ile analiz edilmistir. Olgulara ait veriler “CEL”
dosyalarina doniistiirilmiis ve analiz edilmek iizere taramalarin gergeklestirildigi
sistemin yiiklii oldugu bilgisayardan analizlerin yapilacagi Anabilim dalimizdaki

bir bilgisayara taginmistir. Analizlerin yapildig: bilgisayara;
e Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (ChAS) v1.2.1 Software,
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e Cytogenetics Array NetAffix® Analysis fileset version NA32 (hgl9)

programlari firma tarafindan yiiklenmistir.

Bu program yiiksek ¢Oziiniirlikte bir “CytoScan Array” ile
kullanildiginda submikroskopik kromozomal yeniden diizenlenimlerin tespitine ve
analizine imkan vermektedir. Kromozomal anomaliler agisindan arastirilan
hastalarin  verilerinin yorumlanmasina, bulunan degisikliklerin karyogram
tizerinde ve bazi grafiklerde gosterilmesine, degisikligin igerdigi genleri ve bu
genleri veri tabanlarinda arastirmayi saglayan baglantilari icerdiginden 6zellesmis

sitogenetik arastirmalara olanak saglamaktadir (95).

Calismada arastirilan olgularda tespit edilen kayip ve kazanclar (Gain/loss)
icin 100 kb’lik smir belirlenmistir. Kullanilan markir sayis1 en az 10 olacak
sekilde se¢ilmistir. Yalniz Olgu 6 ve 8’in sonuglarinda ¢ok sayida parazit goriintii
olmas1 nedeniyle bu hastalarda analiz edilen degisiklik boyutlar1 300 kb olarak

siirlanmaigtir.

Sonuglarda bulunan degisiklikler; DECIPHERv4.1 (DatabasE of
Chromosome Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembel Resources),
Enemble (Genome Browser), DGV (Database of Genomic Variants) ve
ECARUCA (European Cytogeneticists Association Register of Unbalanced
Chromosome Aberrations) gibi internet iizerinden ulagilabilen veri tabanlar ile
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) ve PubMed (the U.S. National
Library of Medicine) gibi online kiitiiphaneler kullanilarak degerlendirilmistir

(91-94, 96, 97).
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4. BULGULAR

Array 2.7 ile yapilan ¢alismanin analizleri yapilmis ve bulunan sonuglar
“Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (ChAS) v1.2.1 Software” programu ile
degerlendirilmis ve elde edilen bulgular her bir olgu i¢in ayr1 ayr1 sunulmustur.
Bulgularda her bir hasta icin sunulan tablolardaki veriler ve sekillerdeki

karyogram ve segment analizi goriintiileri belirtilen programdan alinmigtir.

4.1. Olgu 1

Olgunun yapilan molekiiler karyotipleme c¢alismasinda 1. ve 3.
kromozomlara ait kazang bolgeleri bulunmustur (Sekil 4.1, 4.2). Konvansiyonel
sitogenetik c¢alisma ile tespit edilemeyecek olan bu submikroskopik kazang
bolgelerinden biri 1. kromozomun kisa kolunda 36.32 bant bolgesinde
bulunmakta olup, 161 kb biiyiikliigiindedir. Bu bodlge calismada bulunan 34
marker ile tespit edilmistir. Ikinci kazang bolgesi ise 3. kromozomun kisa kolunun
21.2 bolgesinde olup, 42 marker ile tespit edilmis ve boyut olarak 131 kb
bliyiikliiglinde olan bir degisikliktir. Olgu 1 i¢in bulunan bu degisiklikler Tablo

4.1°de 6zetlenmistir.

Birinci kromozomda bulunan kazang bolgesinde PRDM16 ve MIR4251
genleri bulunmaktadir. Uciincii kromozomda tespit edilen kazang bdlgesi ise
GPR62, PCBP4, ABHD14B, ABHD14, AACY1, RPL29, DUSP7, C3orf74 ve

POCIA genlerini icermektedir.
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Tablo 4.1. Olgu 1°de bulunan degisiklikler ve 6zellikleri

Degisiklik Kromozom Baslangic Bitis Boyut Marker
Bulunan Genler
tipi - Pozisyon lokusu lokusu (kb) Sayis1
Kazang 1:3002202- 36 35 p3632 161603  PRDMI6 MIR42S] 34
3163805
GPR62, PCBP4
ABHD14B
Kazang 3:51985760  p21.2 p21.2 131.419 ABHDI14A, ACY1 42
-52117179 RPL29, DUSP7
C3orf74 POC1A
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Sekil 4.1.  Olgu 1’de bulunan 1. kromozoma ait kazang bdlgesinin lokus ve segment
olarak gosterilisi.

74



]Karyawew b ” ﬁs;gmeml A ‘l ul CytoRegions | ‘l ' Qverlap Map X ‘l Graphs A ‘

ST

FECEIE N

35/5/8)3) 53]

[< >T
| B

29092010_EA_(Cytogenetics_Anay).cy2wg cyehp: Copy Number State (seaments)

Ed
=
(Cytogenetics_Array).cy2wg.cyehp: Copy Number State

. s -
29082010_EA_(Cytogenetics_Array).cy2wg.cychp: Log2 Ratio L |

ELy el PN S TP PILLT PPN P . L] PR e PR VY PP N | S
e R L3 9 ul * —
29092010_EA_(Cytogenetics_Array).cy2wg.cychp: Weighted Log2 Ratio .
EL, 18 = - i o - .
) -
q24
OMIM & =
=
=
926
L

1
WTI%HWWH?WﬁWiIiDSHEiHm%afIIIIIIIIIIlIIIlIllII COF 010 W00 WA .

51800kh 51900kh 52000kh 52100kh 52200k 52300Kh

21,1

[« >T

et view ™ | 58] QC o Senpe o N 22 crvomosaime Surary Data ¥ |

Sekil 4.2.  Olgu 1’de bulun 3. kromozoma ait kazang bdlgesinin lokus ve segment olarak
gosteriligi
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4.2. Olgu 2

Yapilan molekiiler karyotipleme sonucunda Olgu 2’ye ait 9 adet kazang

bolgesi tespit edilmistir (Tablo 4.2). Bu CNV’lerden en biiyiigi 16p11.2°de 255

kb biiytikliiglinde olup 66 marker tarafindan goriilmiistiir.

Tablo 4.2. Olgu 2°de molekiiler karyotipleme sonucu bulunan degisiklikler ve 6zellikleri

Degisiklik Kromozom- Baslangic Bitis Boyut Bulunan Genler = Marker
tipi Pozisyon lokusu lokusu (kb) Sayisi
Kazang 16:34476235- pll.2 pll.1 255.536  LOC283914 66
34731771 LOC146481
Kazang 1:2962610- p36.32 p36.32  198.451 FLJ42875 33
3161061 PRDM16
MIR4251
Kazang 2:96115786- qll.1 qll.1 183.212 TRIMA43B 60
96298998 TRIM43
Kazang 3:51964004- p21.2 p21.2 161.652 RRP9, PARP3, 72
52125656 GPR62, PCBP4,
ABHDI14B,
ABHDI14A,ACY1
RPL29,DUSP7,
C3orf74, POCI1A
Kazang 8:21902252-  p21.3 p21.3 124.805 FGF17, EPB49, 26
22027057 FAM160B2,
NUDTI18 HR,
REEP4, LGI3,
SFTPC, BMPI
Kazang 5:29065416-  pl3.3 pl3.3 121.178 - 111
29186594
Kazang 2:129014884- ql4.3 ql4.3 115.298 HS6ST1 67
129130182
Kazang 2:233184664- q37.1 q37.1 113.975 DIS3L2 ALPP 25
233298639 ECELI1P2,
ALPPL2
Kazang 2:95932085- qll.1 qll.1 105.106 PROM2, KCNIP3 90
96037191

76



-

:

Sekil 4.3.  Molekiiler karyotipleme sonucu Olgu 2°de bulunan degisikliklerin
karyogramdaki goriintiisii.
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Sekil 4.4. Olgu 2’nin 16. kromozomunda bulunan kazang bolgesinin segment olarak
goruntisi
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4.3. Olgu 3

Yapilan ¢alisma sonucunda Olgu 3’e ait ikisi kayip biri kazang olmak

tizere 3 CNV bolgesi tespit edilmis ve ozellikleri Tablo 4.3’de sunulmustur.

Tablo 4.3. Molekiiler karyotipleme sonucu Olgu 3’de bulunan degisiklikler ve dzellikleri

Degisiklik Kromozom- Baslangic Bitis Marker
Boyut (kb)  Bulunan Genler

tipi Pozisyon lokusu lokusu Sayisi
HERC2P3
GOLGAG6L6
GOLGABC BCL8
POTEB NF1P1
LOC646214

15:20175623-

Kayip 227529787 qll.1 qll.2 2.577.364 CXADRP2 53

LOC727924

OR4M?2 OR4N4
OR4N3P,REREP3

GOLGASDP
GOLGAGLI
UBE2MP1
16:34376226-
Kazang ity pll.1 pl12  350.008 LOC283914 94
LOC146481
Kayip 13:57877686- 14 QL 172775 - 116

58050461

Olgu 3’tn 15. kromozomunda tespit edilen yaklasik 2.5 Mb
biiyiikliigiindeki kayip bolgesi 53 marker tarafindan goriilmiistiir. Bu bolgenin
karyogramdaki gorlintlisii ve segment analizi Sekil 4.5°de gosterilmistir.

Kromozm 13 ve 16’da saptanan degisiklikler de Sekil 4.6 ve 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.6. Olgu 3’iin 16. kromozomuna ait kazang bolgesi

Olgu 3’e ait molekiiler karyotipleme sonuglarinin karyogramdaki goriintiisii ile
15. kromozoma ait kayip bdlgesinin segment analizi
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Sekil 4.7.  Olgu 3’ilin 13. kromozomundaki kayip bélgesi; segment analizinde gen
icermedigi goriilmektedir.

4.4. Olgu 4

Yapilan ¢alisma sonucunda Olgu 4’e ait 7’si kayip, 16’s1 kazan¢ olmak
tizere toplam 23 CNV bolgesi tespit edilmis olup 0Ozellikleri Tablo 4.4’te
sunulmustur. Tespit edilen kayiplardan en biiyiigi 14q11.2 lokusunda 553 kb
bliyiikliiglinde olup 220 marker tarafindan tespit edilmis gen igermeyen bir
degisikliktir. Olgu 4’te saptanan en biiylik kazang bolgesi ise 9q34.2-34.3
bolgeleri arasindaki 41 markir tarafindan goriilmiis 2.2 Mb biiyiikliigiinde bir

bolgedir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Molekiiler karyotipleme sonucu Olgu 4’te bulunan degisiklikler ve 6zellikleri
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Degisiklik  Kromozom- Baslangic  Bitis Boyut Marker
Bulunan Genler
tipi Pozisyon lokusu lokusu  (kb) Sayis1
ABO, SURF6, MED22, RPL7A,
SNORD24, SNORD36B, SNORD36A,
SNORD36C, SURF1, SURF2, SURF4,
C90rf96, REXO4, ADAMTSI3,
9:136144109- C9orf7, SLC2A6, TMEMSC,
Kazang 138416973 q342 4343 2272864 b AMTSL2, FAMI63B, DBH, 4l
SARDH, VAV2, NCRNA00094,
BRD3, WDRS5, RNUGATAC, RXRA,
COL5A1, FCN2, FCN1, OLEMI,
KIAA0649, C90rfl 16, MRPS2, LCN1
14:22408697-
Kayip 22961712 ql1.2 qll2  553.015 220
HEATR7A, SCXA, SCXB, C80rf30A,
BOP1, HSF1, DGATI, SCRTI,
C8ORFK29, FBXL6, GPR172A,
8:145254735- ADCKS5, CPSF1, MIR939, MIR1234,
Kazang 145788684 q24.3 4243 333949 o1 (39A4, VPS28, NFKBIL, 33
CYHRI1, KIFC2, FOXHI, PPPIR16A,
GPT, MFSD3, RECQL4, LRRC14,
LRRC24, MGC70857, ARHGAP39
7:2469337- CHST12, LENG, C7orf27, IQCE,
Kazang 2761035 p22.3 p22.3 291.698 TTYH3, AMZI 36
22:22998049-
Kazang 73988385 ql1.22 ql122 290336  MIR650, IGLLS 17
8:143174482-
Kazang 14344855 q24.3 q243 274107  NCRNA00051, TSNAREI 34
15:31456030-
Kazang 31900000 q133 ql33 243992 KLFI3 48
5233181185 DIS3L2, ALPP, ECEL1P2, ALPPL2,
Kazang ' 437.1 @37.1 231379  ALPIL ECELI, LOC646960, CHRND, 42
233412564
CHRNG
C170rf65, TMUB2, ATXN7L3,
17:42257053- UBTE, SLC4A1, RUNDC3A,
Kazang 42465672 q21.31 42131 208619 o1 15439, GRN, FAMI71A2, 87

ITGA2B
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Kayip

Kayip

Kayip

Kazang

Kayip

Kazang

Kazang

Kazang

Kazang

Kazang

Kazang

Kazang

Kayip

Kayip

X:49166441-
49355288

X:75660436-
75845853

8:145789810-
145960871

3:51968120-
52127028

X:75139833-
75296732

8:21902252-
22046804

17:21354194-
21496099

20:25178391-
25304763

7:128473816-
128599257

14:103546316-
103658135

10:135265280-
135373919

17:76271159-
76379058

X:64367232-
64474200

8:1496092-
1602178

pl11.23

q24.3

p21.2

ql3.3

p213

pll2

pl1.21

q32.1

q32.32

q26.3

q25.3

qll2

p23.3

pl11.23

q133

q24.3

p21.2

ql3.3

p213

pll2

pl1.21

q32.1

q32.32

q26.3

q25.3

qll2

p23.3

188.847

185.417

171.061

158.908

156.899

144.552

141.905

126.372

125.441

111.819

108.639

107.899

106.968

106.086

GAGE10, GAGE12J, GAGE13,
GAGE2E, GAGES, GAGE2D,
GAGE2A, GAGE2C, GAGE4,
GAGES, GAGE12], GAGE7,
GAGEI12F, GAGE2B, GAGEI12D,
GAGEI12E, GAGE12G, GAGEI12C,
GAGEI12H, GAGE12B, GAGE6

ARHGAP39, ZNF251

RRP9, PARP3, GPR62, PCBP4,
ABHD14B, ABHD14A, ACY1,
RPL29, DUSP7, C3orf74, POC1A

FGF17, EPB49, FAM160B2,
NUDT18, HR, REEP4, LGI3, SFTPC,
BMP1

Cl7orf51

ENTPD6, PYGB, ABHDI12

FLNC, ATP6V1F, LOC100130705,
KCP, IRFS, TNPO3

Cl4orf73, TNFAIP2, LOC100131366

LOC619207, CYP2EL, SYCE1

SOCS3, PGS1

DLGAP2

24

70

44

70

63

35

140

54

22

13

14

25

33

32
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Olgu 4’te cok sayida CNV bolgesi tespit edilmesi {izerine etken olan

bolgeyi belirlemek amaciyla projede ek biitge istemi yapilmis ve olgunun kendisi

ile ayn1 bulgulara sahip, Sekil 3.2’de sunulan aile agacinda III-2 ve III-4 numarali

kardeslerine de molekiiler karyotipleme yapilmistir. Olgu 4 ve iki kardesine

yapilan 2.7 Array g¢alismas1 sonucunda 6 ve 16. kromozomlarda ortak

degisiklikler saptanmis (Sekil 4.8, Sekil 4.9) ve bu degisikliklerin 6zellikleri

Tablo 4.5’de sunulmustur. Ug¢ vakanmn ortak analizleri yapilirken anlaml

degisiklik arandigr icin markir sayis1 50’ye ¢ikarilmig, boyutta ise bir sinirlama

getirilmemistir.

Tablo 4.5.

ortak degisiklik bolgeleri ve 6zellikleri

Olgu 4 ve iki kardesinde yapilan molekiiler kayotipleme sonucu tespit edilen

Degisiklik
Baslangi¢ Bitis Boyut Baslangic  Bitis Bulunan Marker
tipi- Vaka
lokusu lokusu (kb) Pozisyonu  Pozisyonu Genler Sayis1
Kromozom
Olgu4 p21.1 p21.1 53.803 41653129 41706932 TFEB, PGC 113
6.kromozom-
111-2 p21.1 p21.1 33.321 41672435 41705756 TFEB, PGC 65
Kazang
111-4 p21.1 p21.1 26.706 41674885 41701591 TFEB 54
Olgu4 q23.1 q23.1 101.186 78354050 78455236 WWOX 76
16.kromozo
111-2 q23.1 q23.1 89.475 78365026 78454501 WWOX 73
m-Kayip
111-4 q23.1 q23.1 79.871 78365026 78444897 WWOX 63
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Sekil 4.9.  Olgu 4 ve 2 kardesinde yapilan ¢calisma sonucunda 16. kromozomda bulunan

kayip bolgesinin lokus ve segment olarak goriintiisii

4.5. OLGU S

Yapilan molekiiler karyotipleme sonucunda Olgu 5’te 2 adet kazang

bolgesi tespit edilmistir (Sekil 4.10). Bunlardan bir tanesi 15. kromozomun q11.1-

ql1.2 lokuslarinda bulunan yaklasik 2.5 Mb biiyiikliiglinde, 50 markir tarafindan

tespit edilmis bir kazan¢ bolgesidir. Bu bolgede HERC2P3, GOLGAG6LS6,

GOLGASC, BCLS8, POTEB, NFIP1, LOC646214C, XADRP2, LOC727924D,
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R4M2, OR4N4, OR4N3P, REREP3, GOLGA8DP ve GOLGAG6L1 genleri

bulunmaktadir (Tablo 4.6).

Olguda tespit edilen diger degisiklik ise 22. kromozomun uzun kolunun
11.23 bant bolgesindeki 0.197 Mb biiyiikliigiindeki submikroskopik bir
duplikasyondur. Bu bdlge 52 marker tarafindan goriilmiistiir ve IGLL3P, LRP5L

genlerini igermektedir (Tablo 4.6, Sekil 4.11).

Tablo 4.6. Olgu 5°te molekiiler karyotipleme sonucu bulunan degisiklikler ve 6zellikleri

Degisiklik Kromozom- Baslangic  Bitis Boyut Marker
Bulunan Genler
tipi Pozisyon lokusu lokusu (kb) Sayisi

HERC2P3, GOLGAG6L6,

GOLGAS8C, BCLS,

POTEB,NF1P1,LOC64214,CXA,DRP2
Kazang 15:20175623- LOC727924

22749949 qll.1 qll2 2574326 oo Cpana, 50
OR4N3P,REREP3,
GOLGASDP,
GOLGA6LI
22:25629750-
Kazang 55855780 ql1.23 ql1.23  197.03 IGLL3P, LRP5L 52

ALK RIERD * Iy

8

SEEEEIE

Sekil 4.10. Olgu 5’¢ ait molekiiler karyotipleme
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Sekil 4.11. Olgu 5°de bulunan 22. kromozoma ait kazang bdlgesinin lokus ve segment
olarak gosterilisi

Olgu 5’in 15. kromozomunda bulunan duplikasyon bdlgesinin 6n analizi
yapildiginda bu boélgedeki duplikasyonun hastamizin  klinik  bulgularim
aciklayabilecegi diisiinlilmiistiir. Saptanan 2,5 Mb biiyiikliigiindeki duplikasyonun
ebeveynlerden kalitimla m1 geg¢irildigi, yoksa de novo bir degisiklik mi oldugunu
arastirmak amaciyla ebeveyn calismasi yapilmasi planlanmistir. Projeye saglanan
gelirin kisith olmasi nedeniyle ebeveynlerden fenotipik olarak olguya benzedigi
icin yalnizca anneye molekiiler karyotipleme c¢alismasi yapilmistir. Kromozom

15°de bulunan degisiklik annede izlenmemistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Olgu 5 ve annesinin 15. kromozoma ait kazang bdlgesi agisindan
karsilastirilmasi: Kazancin annede bulunmadig: gosterilmistir (listteki ok
annenin, alttki ok ¢ocugun analizini gostermektedir).

4.6. Olgu 6

Yapilan ¢alisma sonucu Olgu 6’ya ait 4’1 kayip, 14’1 kazang olmak {izere
toplam 18 degisiklik izlenmistir (Tablo 4.7.). Bunlardan en biiyiigi 3.7 Mb
biiyiikliigiinde bir kazang olup, 8. kromozomun sentromerine denk gelen bir
polimorfizmdir (Sekil 4.13). Olgu 6’da saptanan 16q24.2 bolgesindeki 1.99 Mb
biiyiikliigiindeki kazang ile 12q24.33'teki 1.3Mb biiyiikliiglindeki kayip bolgeleri
fonksiyonu belirlenmis genleri igeren ve olgunun klinik bulgularini

aciklayabilecegi diisiiniilen degisikliklerdendir.
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Tablo 4.7. Molekiiler karyotipleme sonucunda Olgu 6’da bulunan CNV’ler ve 6zellikleri.

Degisiklik Kromozom- Baslangic  Bitis Boyut Bulunan Genler Marker
tipi Pozisyon lokusu lokusu  (kb) Sayis1
Kazang 8:43398159- pll.1 qll.l 3.771.719 - 108
47169878
Kazang 16:87482407- q24.2 q24.3 1.993.333  ZCCHCI14, JPH3, LOC100129637, 108
89475740 KLHDC4, SLC7AS, CASA, BANP,
ZNF469, ZFPM1, ZC3H18, IL17C,
CYBA, MVD, MGC23284, SNAI3,
RNF166, CTU2, FAM38A, CDT1,
APRT, GALNS, TRAPPC2L,
PABPNIL, CBFA2T3, ACSF3,
Cl6orf81, CDH15, ZNF778,
ANKRDI11
Kayip 12:129329020-  q24.33 q24.33  1.325.598 GLTID1, TMEM132D, 65
130654618 LOC100190940, FLI31485, FZD10
Kazang 7:46845- p22.3 p22.3 1.158.049 FAM20C, LOC100288524, 51
1204894 LOC442497, PDGFA, FLJ44511,
PRKARI1B, HEATR2, SUN1, GET4,
ADAPI1, COX19, CYP2W1, C70rf50,
MIR339, GPR146, GPER, ZFAND2A
Kazang 10:48628603- qll.22 ql1.22  833.01 PTPN20B, PTPN20A, FRMPD2P1, 127
49461613 BMSI1P1, BMS1P5, FAM25C,
FAM25B, FAM25G, LOC399753,
FRMPD2
Kazang 10:125614086-  q26.13 q26.13  751.808 CPXM2, CHST15, OAT, NKX1-2, 214
126365894 LHPP, FAM53B
Kazang 17:77089753- q25.3 q25.3 691.634 RBFOX3, ENPP7, CBX2, CBX8 100
77781387
Kayip 7:74488896- qll.23 ql1.23  667.644 WBSCRI16, GTF2IRD2B, NCF1C, 132
75156540 GTF2IP1, LOC100093631, GATSL2,
SPDYESP, PMS21.2, STAG3L1,
TRIM74, TRIM73, NSUNS5P1,
POM121C, SPDYES, PMS2P3
Kazang 1:2556155- p36.32 p36.32  658.855 MMELL, ACTRT2, FLJ42875, 72
3215010 PRDM16, MIR4251
Kayip 16:16299959- pl3.11 pl2.3 531.651 ABCC6, NOMO3, MIR3179-2, 97
16831610 MIR3179-1, MIR3179-3, MIR3180-3,
MIR3180-1, MIR3180-2, PKD1P1
Kazang 1:53735681- p32.3 p32.3 430.417 LRPS8, FLJ40434, DMRTBI1, GLIS1 222
54166098
Kazang 10:72658183- q22.1 q22.1 430.074 UNCSB, SLC29A3 66

73088257
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Kazang

Kazang

Kazang

Kazang

Kayip

Kazang

11:63701388-
64130580

3:125367211-
125758281

16:66952191-
67333608

17:71303196-
71655115

7:66342510-
66689431

22:39820400-
40142625

qi3.1

q21.2

q22.1

q25.1

ql121

ql3.1

q13.1

q21.2

q22.1

q25.1

ql1.21

ql3.1

429.192

391.07

381.417

351.919

346.921

322225

NAA40, COX8A, OTUBI,
MACRODI, FLRTI, STIP1,
FERMT3, TRPT1, NUDT22,
DNAIJC4, VEGFB, FKBP2,
PPP1R14B, PLCB3, BAD, GPR137,
KCNK4, Cl1orf20, ESRRA,
TRMT112, PRDXS5, CCDC88B,
RPS6KA4

MIR54811, LOC100125556, ALGIL,
ROPNIB, SLC41A3

CDH16, RRAD, FAM96B, CES2,
CES3, CES4A, CES8, CBFB,
Cl60rf70, B3GNT9, TRADD,
FBXLS, HSF4, NOL3, KIAA0895L,
EXOC3L, E2F4, ELMO3, MIR328,
LRRC29, TMEM208, FHODI,
SLC9AS, PLEKHG4, KCTDI19

CDC42EP4, SDK2

C7orf42, SBDS, TYW1

TAB1, MGAT3, SMCR7L, ATF4,
RPS19BP1, CACNAI1L ENTHD!1
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145
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159
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Sekil 4.13. Olgu 6°da bulunan 8. kromozomun sentromerindeki kazang bolgesi
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4.7. Olgu 7

Yapilan molekiiler karyotipleme sonucunda Olgu 7’ye ait 22’si kayip, 5’1
kazang olmak tizere 7 degisiklik tespit edilmistir (Tablo 4.8). Bu degisikliklerin en
bliyiigii 7. kromozomdaki q11.21 bolgesinde 469 kb biiyiikliigiinde bir delesyon

olup 133 markir tarafindan saptanmistir (Sekil 4.14).

Tablo 4.8. Molekiiler karyotipleme sonucunda Olgu 7’ye ait degisiklikler ve 6zellikleri

Degisiklik tipi ~ Kromozom- Baslangig Bitis Boyut (kb) Bulunan Genler Marker
Pozisyon lokusu lokusu Sayis1
Kayip 7:64621287- qll.21 qll.21 469.274 INTS4L1, ZNF92 133
65090561
Kazang 8:46933354- qll.1 qll.1 237.553 - 78
47170907
Kazang 2:233179568- q37.1 q37.1 222951 DIS3L2, ALPP, 40
233402519 ECEL1P2,
ALPPL2, ALPI,
ECELL,
LOC646960,
CHRND
Kazang 8:143174482- q24.3 q24.3 214.866 NCRNAO00051, 17
143389348 TSNARE1
Kayip 8:137682483- q24.23 q24.23 167.965 - 56
137850448
Kazang 3:125773960- q21.2 q21.3 121.913 SLC41A3, 104
125895873 ALDHILI
Kazang 10:73393134- q22.1 q22.1 111.476 CDH23, 28
73504610 C100rf105
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Sekil 4.14. Olgu 7°de molekiiler karyotipleme sonucu bulunan 7. kromozoma ait kayip
bolgesi

Bulunan 7 degisiklikten Tablo 4.8’de gosterilen ilk 5 tanesi bilinen
CNV’lerle uyumlu iken, tablo sonunda belirtilen 3 ve 10. kromozomlara ait

kazang bolgeleri bilinen varyasyonlarla uyumsuz bulunmustur.

4.8. Olgu 8

Yapilan mikroarray ¢aligmasi sonras1 Olgu 8’e ait 2’si kayip, 12’si kazang
olmak tizere toplam 14 degisiklik saptanmistir (Tablo 4.9). Kromozom 9’un
q34.2-34.3 bolgesindeki 2.6 Mb biiylikliigiindeki kazang, 9934 duplikasyon

sendromu ile uyumlu olup, segment analizi Sekil 4.15’de gosterilmistir.
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Tablo 4.9. Olgu 8’de bulunan degisiklikler ve 6zellikleri

Degisiklik Kromozom- Baslangic  Bitis Boyut Bulunan Genler Marker
tipi Pozisyon lokusu lokusu  (kb) Sayis1
Kazang 9:135920384-  q34.2 q34.3 2600.42  GTF3C5, CEL, CELP, RALGDS, 61
138520804 GBGT1, OBP2B, ABO, SURF6, MED22,
RPL7A, SNORD24, SNORD36B,
SNORD36A, SNORD36C, SURFI,
SURF2, SURF4, C90rf96, REXO4,
ADAMTS13, C9orf7, SLC2A6,
TMEMS8C, ADAMTSL2, FAM163B,
DBH, SARDH, VAV2, NCRNA00094,
BRD3, WDRS, RNU6ATAC, RXRA,
COLSAL, FCN2, FCN1, OLFM1,
KIAA0649, C9orfl 16, MRPS2, LCNI1,
OBP2A, PAEP, LOC100130954,
GLT6D1
Kazang 20:60580457-  ql13.33 ql3.33 1.234 TAF4, LSM14B, PSMA7, SS18L1, 65
61814713 GTPBPS, HRH3, OSBPL2, ADRMI1,
LAMAS, RPS21, CABLES2, C20orf151,
GATAS, C200rf200, C200rf166, MIR1-1,
MIR133A2, SLCO4A1, LOC100127888,
NTSR1, C200rf20, OGFR, COL9A3,
TCFLS, DPH3P1, DIDO1, C20orfl1,
SLC17A9, BHLHE23, LOC63930,
NCRNA00029, LOC100144597, HAR1B,
HARI1A, MIR124-3
Kazang 17:77361450-  q25.3 q25.3 717.759 RBFOX3, ENPP7, CBX2, CBXS8, CBX4, 93
78079209 TBC1D16, CCDC40, GAA
Kazang 10:80808598-  q22.3 q22.3 636.382  LOC283050, ZMIZ1, PPIF, ZCCHC24, 218
81444980 EIF5ALI1, SFTPA2, SFTPAI,
LOC650623
Kazang 10:72987953-  q22.1 q22.1 609.953  UNCS5B, SLC29A3, CDH23, C100rf105, 143
73597906 Cl10orf54, PSAP
Kazang 9:116747742-  q32 q32 428.8 ZNFo618, AMBP, KIF12, COL27Al, 59
117176542 MIR455, ORM1, ORM2, AKNA,
DFNB31
Kazang 12:53209474-  q13.13 ql3.13  405.77 KRT79, KRT78, KRTS, KRT18, EIF4B, 110
53615244 LOC283335, TENCI1, SPRYD3, IGFBP6,
SOAT2, CSAD, ZNF740, ITGB7, RARG
Kayip 16:16337248-  pl3.11 pl3.11  380.339 NOMO3, MIR3179-2, MIR3179-1, 68
16717587 MIR3179-3, MIR3180-3, MIR3180-1,
MIR3180-2, PKDIPI
Kazang 6:33650890- p21.31 p21.31 35432 ITPR3, Cé6orf125, IP6K3, LEMD2, MLN, 187

34005210

MIR1275, GRM4
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Kazang

Kazang

Kazang

Kazang

Kayip

19:13941932-  pl3.13 pl3.12
14279788

12:57910681-  ql13.3 ql4.1
58238737

10:71382909-  q22.1 q22.1
71708809

2:176925851-  q31.1 q31.1
177246067

22:19258652-  qll.21 qll.21
19562257

337.856

328.056

3259

320.216

303.605

ZSWIM4, LOC284454, MIR24-2,
MIR27A, MIR23A, MIR181C, MIR181D,
NANOS3, C190rf57, CC2D1A, PODNLI,
DCAF15, RFX1, RLN3, IL27RA,
PALM3, LOC113230, SAMDI,
PRKACA, ASF1B, LPHN1

DDIT3, MBD6, DCTN2, KIF5A,
PIP4K2C, DTX3, ARHGEF25,
SLC26A10, B4AGALNT1, OS9, AGAP2,
LOC100130776, TSPAN31, CDK4,
MARCH9Y, CYP27B1, METTLI,
FAM119B, TSFM, AVIL, CTDSP2,
MIR26A2

C10orf35, COL13A1

EVX2,HOXD13, HOXD12, HOXD11,
HOXD10, HOXD9, HOXDS8, MIR10B,
HOXD4, HOXD3, LOC401022, HOXDI,
MTX2

CLTCL1, HIRA, MRPLA0, C220rf39,
UFDIL, CDC45, CLDNS5, LOC150185
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Sekil 4.15.

segment analizi goriintiisi

Olgu 8’de tespit edilen 9q34.2-q34.3 duplikasyon bolgesinin karyogram ve
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4.9. Olgu 9

Calisma sonucunda Olgu 9’a ait 13 adet submikroskopik kromozomal

yeniden diizenlenim tespit edilmistir. Bulunan bu degisikliklerin 6 tanesi

mikrodelesyon, 7 tanesi mikroduplikasyon olup boyutlar1 2.321 ile 0.1 Mb

arasinda degismektedir. Molekiiler karyotipleme sonucu Olgu 9’da bulunan

submikroskopik degisiklikler ve 6zellikleri Tablo 4.10°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.10. Olgu 9’da bulunan degisiklikler ve 6zellikleri

Degisiklik  Kromozom- Baslangic Bitis Boyut Bulunan Genler Marker
tipi Pozisyon lokusu lokusu (kb) Sayisi
Kayip 15:20175623- qll.1 qll.2 2.321.642 HERC2P3, 47
22497265 GOLGA6L6, GOLGASC,
BCL8,POTEB,
NF1P1,
LOC646214,
CXADRP2,
LOC727924,
OR4M2,0R4N4,
OR4N3P
Kayip 19:43210290- ql3.2 ql3.31 383.622 PSG3, PSGS8, LOC100289650, 212
43593912 PSG10,PSG1,
PSG6,PSG7 PSG11, PSG2
Kayip 16:18324884- pl2.3 pl2.3 268.227 MIR3180-1, MIR3180- 61
18593111 3,MIR3180-2 MIR3179-3
MIR3179-2, MIR3179-1,
NOMO2,ABCC6P1
Kazang 2:233183145- q37.1 q37.1 225.205 DIS3L2,ALPP, 39
233408350 ECEL1P2, ALPPL2,
ALPLECELL,
LOC646960,CHRND, CHRNG
Kazang 1:2962610- p36.32 p36.32 201.195 FLJ42875,PRDM16 35
3163805 MIR4251
Kayip 16:16337248- pl3.11 pl3.11 171.991 NOMO3, PKDIP1 30
16509239 MIR3179-1, MIR3179-3
MIR3179-2, MIR3180-1
MIR3180-3,MIR3180-2
Kazang 3:51969590- p21.2 p21.2 158.369 RRP9,PARP3, GPR62 PCBP4, 69
52127959 ABHDI14B ABHD14A, ACY1,
RPL29,DUSP7, C3orf74, POC1A
Kayip 14:22590876- qll.2 qll.2 156.179 - 79
22747055
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Kazang 17:48205078- q21.33 q21.33 153.665 SAMD14, 76

48358743 PPPIR9B, SGCA,
HILS1,COL1A1, TMEM92

Kazang 3:129236741-  q22.1 q22.1 118.091  IFT122,RHO, 25
129354832 HIFOO,PLXNDI

Kazang 20:55952885-  q13.31 q13.31 114025  RAEI,RBM38 43
56066910

Kazang 2:129026644-  ql4.3 q143 105106 HS6STI1 58
129131750

Kayip 16:14868767-  pl3.11 pl3.11 100451  ABCC6P2, 27
14969218 NOMOI

Olgu 9’da 16. kromozomun kisa kolunda 100, 171 ve 268 kb
bliyiikliiklerinde ardisik 3 kayip bolgesi tespit edilmistir. Bu kayiplar, 16p

mikrodelesyon sendromundaki kritik bolgeleri igermemektedir (Sekil 4.16).

[C.B 26072011_(Cyfogenetics_Aray).cy2wg cychp. Copy Number State (segrments)
o (Cyfog ) ey 2wg cychp Copy m

——
C.B_26072011_(Cytogenstics_Array).cy2wa.cychp: Copy Number State
Egmett [ [ I e e T P T B ; O Rt
| C.B_26072011_(Cytogenetics_Array).cy2wa.cychp: Log? Ratio
E1 - . ; . -
e or w S vy ¥ " iy rag L
€.B_26072011_(Cytogenetics_Array).cy2wg cychp: Weightad Log2 Ratio
El
N

Croqgae isniiliitean
MR oSl il Sk NI Y Y S RSN Y W1 NN

15000kh 15500kb 16000kh 16500kb 17000kh 17500kb 18000kh 18500kb
= s R e ——

Sekil 4.16. Olgu 9’un 16 numarali kromozomunun kisa kolunda tespit edilen ardigik 3
kayip bdlgesinin segment analizindeki goriintiisii

Calismada arastirilan olgularda saptanan tiim degisiklikler, literatiirde
onerilen ve Sekil 2.1°de goserilen algoritmadan faydalanilarak hazirlanmis olan

Sekil 4.17°da belirtilen algoritma izlenerek analiz edilmistir.
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Sekil 4.17. Yapilan ¢aligmada bulunan sonuglarin analizinde kullanilan algoritma



5. TARTISMA

Yapilan caligmada nedeni bilinmeyen MR ve/veya konjenital anomali
ve/veya dismorfik yiiz bulgulari olan 9 olgu Array 2.7 platformu (Affymetrix®) ile
submikroskopik mikrodelesyon/duplikasyonlar acisindan arastirilmis ve bu
olgularda en az 2, en fazla 23 adet degisiklik tespit edilmistir. Saptanan bu
degisikliklerin bazilar1 benign varyasyon olarak degerlendirilmis, bazilarinin
muhtemel patojenitesi nedeniyle ek calisma planlanmis ve bulunan bir

degisikligin ise klinikten sorumlu oldugu diistiniilmiistiir.

Mikroarray yontemi; karyotipi normal olup klinigi spesifik bir sendrom ile
ortiismeyen, MR’si olan hastalarda, submikroskobik kromozomal degisimleri
saptamada duyarlilig1 oldukga yiiksek olan bir yontemdir. Yapilan ¢aligmalarda bu
yontemin, nedeni bilinmeyen MR’li olgularin tanisinda basar1 oraninin %10-24
arasinda oldugu bildirilmektedir (86, 98, 99). Yapilan Array 2.7 ile 9 hastanin MR
etiyolojisi yoniinden arastirildigi ¢calismanin analizleri sonucunda Olgu 8’de tespit
edilen 9q34°deki duplikasyon bolgesinin olgunun klinigini agikladigi ve sonug
olarak calismada mikroarray yonteminin tani giiciiniin %11.1 olarak literatiirdeki
belirtilen oran araliginda bulundugu gosterilmistir. Mikroarray teknolojisi ile
yapilan bu tip arastirma g¢alismalarinda hasta ile birlikte anne ve babasinin da
calismaya dahil edilmesi sonuglarin daha informatif olmasini saglayabilecektir.
Her ne kadar caligmada arastirilan hasta sayis1 genel bir degerlendirme i¢in yeterli
olmasa bile; bu calisma ile molekiiler karyotipleme yoOnteminin tani giiciliniin

konvansiyonel sitogenetik yontemlere gore fazla oldugu gosterilmistir.
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Array tabanli molekiiler karyotiplendirme yontemleriyle 100 kb’lik
submikroskobik kromozomal degisimler saptanabilmektedir. Bert ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢alismada sebebi bilinemeyen 100 MR’li hasta ve onlarin
ebeveynlerinde Array CGH uygulanmis, hastalarin %97’sinde tekrarlanabilir
DNA kopya sayist degisikligi tespit edilmistir. Bu degisikliklerin ¢ogunun normal
ebeveynlerden “genis aralik kopya sayis1 degisikligi” (large scale CNV) olarak
kalitildig1 gosterilmis ve hastalarin %10’unda klinikle iligkili de novo
degisiklikler saptanmistir. Boyutlar1 540 kb ile 12 Mb arasinda degisen bu
degisikliklerden 3’1 duplikasyon, 7°si delesyon olarak tespit edilmis ve sonugta;
array CGH’in standart GTG bantli karyotiplemeye gore tani giiciiniin en az 2 kat
daha fazla oldugu ileri siirtilmiistiir (100). Yaptigimiz calismada ise 9 hastanin
tiimilinde daha Once bildirilmis ve varyasyon olarak kabul edilen CNV’ler ve bazi
muhtemel patojenik CNV’ler tespit edilmistir. Saptanan bu muhtemel patojenik
CNV’lerin saglikli ebeveynlerden kalitilip kalitilmadigi, projeye saglanan gelirin
kisith olmasi nedeniyle ispatlanamamistir. Yukarida da belirtildigi gibi ebeveyn
caligmasi yapilmasi bulunan sonuglarin daha informatif olmasini saglayacagindan,
sistemin tan1 oranini artiracaktir. Bazi hastalarimizda, gen igerigi nedeniyle
muhtemel patojenik oldugu diisiiniilen CNV’ler i¢in aile calismasi ve yanlis

pozitifligi dislamak icin ek ¢alismalar planlanmustir.

Molekiiler karyotipleme c¢alismalarinin  analizi i¢in  Gijsbers ve
arkadaslarinin  yaptiklar1 c¢alismada belirledikleri ve Sekil 2.1°de sunulan
algoritma, saptanan degisikliklerin fenotiple iliskisini ortaya c¢ikarmak igin
kullanigli bir degerlendirmedir (88). Belirttikleri algoritmaya gore; bulunan
degisikliklerin uluslararasi veri tabanlarinda bildirilmis olmasindan sonra, benign

diyebilmek icin, tespit edilen degisikliklerin arastirma yapilan toplumda en az 3
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saglikl bireyde daha gosterilmis olmasi gerekmektedir. Molekiiler karyotipleme
konusunda yapilan arastirmalarin kisitli olmasi nedeniyle, Tiirk toplumu i¢in
saglikli bireylerle ilgili kontrol veri tabani bulunmamaktadir. Ayrica bizim
calismamizda CNV’lerin kalitilmis m1 yoksa de novo mu oldugunun gdsterilmesi
icin yapilmasi gereken ebeveyn calismasi yapilamamistir. Tiim bu sebeplerden
dolay1 bu ¢alismada verilerin analizi i¢in Gijsbers ve arkadaglarinin belirledigi
algoritma baz alinarak uyarlanmis olan Sekil 4.17°daki algoritma kullanilmistir.
Bulunan degisiklik, veri tabanlarinda kayithi bir CNV olsa bile, normal kontrol
verileri bulunmadigr igin, veri tabanlarinda ayni bolgede degisikligi saptanmis
olan, fenotipik olarak benzer vakalar arastirllmistir. Ayrica ebeveyn caligsmasi
yapilamadigl i¢in tespit edilen tiim degisiklik bolgelerinin igeriginde bulunan
genler hastalikla iligkileri ve fonksiyonlar1 bakimindan irdelenmistir. Sonug
olarak; bazi eksik noktalarinin bulunmasma ragmen, yapilan molekiiler
karyotipleme calismasi ile bulgular Sekil 4.17’da verilen algoritma izlenerek
analiz edilmis ve sebebi bulunamayan MR’u olan 9 hastadan bir tanesinde

muhtemel patojenik etmen tespit edilmistir.

Mikroarray teknolojisi ile nedeni bilinmeyen MR’si olan ¢ok sayida
hastanin  yiiksek ¢Ozlniirliiklii molekiiler karyotipleme ile arastirildig
calismalarda, ¢ok fazla kromozomal degisik saptanmasi ve bunlarin analizinin
yapilmasindaki glicliikler nedeniyle bazi pratik Oneriler ileri siriilmiistiir.
Hanemaaijer ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢alismada klinikle iliskisi bulunan
degisikliklerin 200 kb’den fazla olmasi nedeniyle mikroarray teknolojisi ile
arastirilan hastalarin analizlerinde, bulunan degisikliklere 200 veya 300 kb sinir1
getirilebilecegini belirtmiglerdir (68, 101). Mikroarray teknolojisini gelistiren

firmalardan olan ve sunulan calismanin da yapildigi Affymetrix ise bulunan
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degisikliklerin anlamli olabilmesi i¢in en az 50 markir ile tespit edilmis olmasi
gerektigini  bildirmektedir (95). Yapilan c¢alismada hastalar1 daha kiigiik
kromozomal kayip/kazancglar agisindan arastirabilmek i¢in bulunan degisiklikler
analiz edilirken boyut olarak 100 kb sinir1 getirilmis olup, tabanda 10 markir baz

alinmustir.

MR sebeplerinin bulunmasina yonelik ¢ok sayida caligma yapilmasina
ragmen heniiz MR’ nun %50-80’inde herhangi bir neden bulunamamstir (2).
Kromozomal anomaliler, MR/gelisme geriligi ve fasial dismorfizmi igeren ¢oklu
dogumsal anomali sendromlarinin ¢ok sik rastlanan bir nedenidir. Mikroarray
yontemi bu bilinen kromozomal anomalileri tanimada ¢ogu sitogenetik yontemi
geride biraktigr gibi, submikroskopik mikrodelesyon/duplikasyonlarin, sebebi
bilinemeyen MR gurubunun bir kismindan sorumlu oldugunu goétermektedir.
Yapilan bir ¢alismada, nedeni bilinmeyen MR ve dismorfik bulgular1 olan 41
cocuk Array CGH yontemi ile arastirilmistir. Tim hastalar i¢in 450 bant
seviyesinde yapilan kromozom analizi ve 30 vakada FISH yontemiyle, 11 hastada
da spektral karyotipleme ile bakilan subtelomerik bolgelerin analiz sonuglari
normal olarak saptanmistir. S6z konusu calismada 4 hastada (%9.8) biiyiikligi 2
ila 14 Mb arasinda degisen de novo kromozomal delesyonlar saptanmistir.
Arastirmacilar, Array CGH yonteminin MR/gelisme geriligine neden olan
kromozomal dengesizlikleri ve genleri belirlemede O6nemli bir tam1 yontemi
oldugunu ileri siirmislerdir (4). Bizim yaptifimiz c¢alismada bu diisiinceyi
desteklemekle birlikte, bu konuda yapilacak kapsamli calismalar ile sebebi

bilinemeyen MR oraninin kiigiilecegini diistinmekteyiz.
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S6z konusu yontemin planlanmasi ve analizleri i¢in bazi sinirlamalarin
bulunmasinin yani sira, Array 2.7 calismast yapilirken karsilagilan giicliiklerden
bir tanesi de DNA eldesi problemi olmustur. Yeterli kalitede olmayan DNA’lar
calismada kullanilamayacag1 i¢in bazi1 hastalar tekrar cagrilip kan alinarak
istenilen kalitede DNA eldesi yapilmistir. Ayrica ¢aligmanin basamaklar1 arasinda
yapilan kontrollerde, ornekler agaroz jelde markir esliginde yiiriitiilerek
goriintiilenmistir. Istenilen baz ¢ifti (bkz Gere¢ ve Yontem- Fragmantasyon ve
isaretleme) araliginda goriilmeyen 6rneklerin ait oldugu hastalarda, ¢alismanin o
basamag tekrar edilmistir. Calismada kullanilacak DNA’nin kalitesi ve ara
basamaklarin kontrolii, yanlis pozitiflilik oranin1 ve dnemsiz parazit goriintiilerin

olugmasini etkileyeceginden ¢alismanin sonuglari i¢in ¢ok dnemlidir.

Yapilan calisma sonucunda, en sik degisiklik saptanan bolgelerden biri
olan 1p36.32 bolgesinin kazanci Olgu 1, 2, 6, 9’da tespit edilmistir. Bu bolge
bilinen varyasyonlarla uyumlu olmakla birlikte, veri tabanlarinda bildirilen ve bu
bolge ile ortiisen “kazanci” olan vakalar ile, ¢alismada ele alinan olgularda, MR
ve gelisme geriligi ortak olarak bulunmaktadir. Bu bolgede tiim olgularda ortak
olarak bulunan PRDM16 geni, herhangi bir hastalikla iligkilendirilmemis olup, 17
ekzonlu 400 kb biiyilikliiglinde transkripsiyonun aktivasyonunu diizenleyen bir
gendir. PRDM16 geninin overekspresyonunda losemi, 6zellikle akut miyeloid
l6semi gelisimi ve miyeloid onciillerin kahverengi yag hiicresi doniisiimiinde artis
gosterilmistir (97, 102, 103). Bu kazancin tespit edildigi 1p36.32 bolgesinin
iceriginde; zeka gelisimi iizerinde etkisi bulunan bir gen olmamasi, bildirilen
olgularda MR disinda farkli klinik bulgularin da olmas1 (Tablo 5.1) nedeniyle
muhtemelen benign bir degisiklik oldugu ve olgularimizda bulunan fenotipik

bulgulardan sorumlu olmadig: diisiiniilmiistiir. Yine de saptanan CNV bolgesinin
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de novo mu kalitilmis mi1 oldugunu anlamak i¢in 6ncelikle ebeveyn g¢alismasi,
sonrasinda yanlis pozitiflik durumunun teyidi i¢in ileri genetik analizler

gerekmektedir (Sekil 4.17).

Tablo 5.1. Molekiiler karyotipleme sonucunda 1p36.32 bolgesinde kazanci olan Olgu 1, 2, 6,

9’un ve veri tabanlarinda ortiisen kazanci bulunan olgularin 6zellikleri*

Kisi Mb Gen Pozisyon Kalitim Ortak Klinik  Diger Klinik

numarasi sayisi Bulgular Bulgular

Olgu 1 0.16 2 1:3002202- Ebeveynler analiz MR/ gelisme Bakisefali
edilmedi geriligi Asag1 doniik
3163805 palpebral fissiirler
Displastik kulaklar
Hipotoni
Serebral atrofi
Hidronefroz

Olgu 2 0.19 3 1:2962610- Ebeveynler analiz MR/ gelisme Dar alin
3161061 edilmedi geriligi Kisa filtrum
Nobet
Agresivite
Korpus kallozum
agenezisi

Olgu 6 0.65 5 1:2556155- Ebeveynler analiz MR/ gelisme  Epikantus
3215010 edilmedi geriligi Konusma geriligi
Korpus kallozum

agenezisi

Olgu 9 0.2 3 1:2962610- Ebeveynler analiz MR/ gelisme Brakisefali
edilmedi geriligi Trigonosefali
3163805 Yukari doniik
palpebral fissiirler
Yutma giicligi
Hipotoni
Nobet
Serebellar hipoplazi
Hemanjiyom
Fusiform el
parmaklari
Ayakta 2-3
sindaktili
251289 0.19 2 1:2857758- Normal ebeveynlerden MR/ gelisme -
kalitilmig geriligi
3049319

251615 0.57 3 1:2705716- Ebeveynler analiz MR/ gelisme  Kapiller hemanjiom
edilmemis/bilgi verici geriligi Hipotoni
3273063 degil Nobet

* Tablo, 92-94 numarali kaynaklardan faydalanilarak hazirlanmistir.
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Olgu 1’de 3. kromozomda bulunan kazang¢ bélgesi bilinen CNV’lerle
uyumlu olmakla birlikte, veri tabanlarinda bu bdlgenin kazancini igeren, fenotipik
olarak benzer vakalara rastlanmamistir (91-94, 97). Bu bélgede bulunan genlerden
hastalikla iliskilendirilmis tek gen olan ACY1D geninin delesyon veya
mutasyonlarinda “Aminoagilaz 1 eksikligi (OMIM#609924)” olarak bilinen
metabolik hastalik tanimlanmis olup duplikasyonu ile iligkili hastalik
bildirilmemistir (97). Kromozom 3p21.2°deki kazang¢ bolgesinde fonksiyonu
belirlenmis genlerden DUSP7 geni; c¢esitli enzimlerin defosforile edilerek
aktivasyon kazanmalarinda, PCBP4 geni; hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde,
RPL29 geni; heparin baglayici proteinin ekspresyonunda gorevli iken; GPR62
geninin beyinde eksprese oldugu belirlenmistir (104). GPR62 geninin beyinde
eksprese olmasi, bu genin zeka gelisimi i¢in aday bir gen olma ihtimalini akla
getirmektedir. Nitekim, Callier ve arkadaslarinin agiklanamamis MR ’si, dismorfik
bulgular1 olan; HRB ile kromozom analizi ve FISH ile subtelomerik delesyon
analizleri normal saptanan 30 hastayr mikroarray sistemleri ile submikroskopik
yeniden diizenlenimler agisindan arastirdiklar1 calismada klinik bulgular
Goldenhar sendromu ile uyumlu bir hastada 1p22.2-p31.1 interstisyel delesyon
saptamislardir. Hastanin klinik bulgularinin Goldenhar sendromu ile uyumlu
olmasi, 1p22.2-p31.1 bolgesinin sendromda kritik bolge olabilecegini
diistindiirmistiir. Bu bolgedeki genlerin fonksiyonlar1 degerlendirilip, hayvan
deneyleri ile ekspresyon caligmalar1 yapilarak Goldenhar sendromundan sorumlu
bir genin bulunabilecegini ileri siirmiiglerdir (105). Yani mikroarray teknolojisi

klinik bulgular1 ve kalitimi bilinen genetik sendromlarda, hastaliktan sorumlu
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genin lokusunun tespitini saglayabilecek iyi bir sitogenetik haritalama yontemi
olarak kullanilabilecegi gibi, baz1 hastaliklar ve klinik bulgular i¢in aday genleri

de tespit edebilen bir yontemdir.

Olgu 2’de gbzlenen 9 adet kazang bolgesinden en biiyligii olan 16p11.2°de
bulunan 255 kb biiylikliiglindeki CNV perisentromerik bir artis olup, kapsadigi
genler (Tablo 4.2) kodlanmayan RNA transkript varyantlaridir. Veri tabanlarinda
da bu bolgenin kazanci i¢in tanimlanmis fenotip bulunmamaktadir. Yine Olgu
2’de tespit edilen 2. kromozomun uzun kolundaki ardisik 4 adet kazang bolgesi
(Tablo 4.2), bilinen kopya sayis1 varyasyonlari ile uyumlu olmakla birlikte, veri
tabanlarinda klinik bulgulart ortiisen vaka bildirilmemistir. Ayrica Tablo 4.2°de
gosterilen ve bu CNV bdlgelerinin iceriginde bulunan genlerin duplikasyonlarina
ait klinik bulgu literatiirde ve veri tabanlarinda bulunmamaktadir. Sonug olarak,
Olgu 2’nin 2. ve 16. kromozomlarinda tespit edilen bu CNV bdlgelerinin
muhtemelen benign oldugu diisiiniilmektedir. Kesin sonug i¢in ebeveyn analizi ve

yanlis pozitiflik agisindan teyit gerekmektedir.

Olgu 2’de bulunan kazang bolgelerinden 3p21.2°deki 161 kb, 8p21.3’teki
124 kb ve 5pl3.3°deki 121 kb biiyiikliiklerindeki degisikliklerin; boyutlarinin
kiiciik olmasi, icerdikleri genlerin bircogunun eksprese olmayan gen olmasi,
eksprese olan genlerin ise duplikasyonlarina ait fenotip bulunmamasi nedeniyle

olgunun klinik bulgularini a¢iklayamayacag diistintilmiistiir (91-94, 97).

Molekiiler karyotipleme sonucu Olgu 3’te bulunan 15q11.1-11.2 lokuslar1

arasindaki 2.5 Mb biiyiikligiindeki delesyon bolgesi Olgu 9’un 15.
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kromozomunda yine ayni lokusta tespit edilen 2.3 Mb’lik kayip bolgesiyle
ortiismektedir (Tablo 5.2). Bu bolge bilinen varyasyonlarla uyumlu olup burada
bulunan genler herhangi bir hastalik ile iliskilendirilmemistir (91, 97). Sebat ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da; kromozom 15q11.1.-11.2 bolgesi genis kopya
sayis1 olarak degerlendirilmis ve arastirilan hastalarin klinik bulgulart ile
iliskilendirilmemistir (106). Tablo 5.2°’de gosterildigi gibi yaklasik olarak ayni
bolgenin kaybmin bulundugu iki olgumuzda (Olgu 3 ve 9) ve 251332 numaral
vakada MR/gelisme geriligi bulunurken, 1988 numarali hastada hi¢bir anormallik
bulunmamaktadir (92, 94). Bu durum ise, bizim hastalarimizda ebeveyn ¢alismasi
yapilmamis olsa bile bu boélgenin benign bir varyasyon oldugu diislincesini
desteklemektedir. Insan genomunda 100 kb’den binlerce Mb boyutlarina ulasan
genis kopya sayist degisiklikleri bulunmaktadir ve bu degisikliklerin insan
hastaliklarinda veya hastaliklara yatkinliklarindaki etkileri array tabanh

sistemlerle yapilan arastirmalar cogaldik¢a netlesecektir diisiincesindeyiz.

Olgu 3’de bulunan diger bir degisiklik olan 16p11.1-11.2 bolgesindeki 350
kb biiyiikliigiindeki kazang ile 13q21.1°deki 175 kb biiyiikliglindeki kayip bolgesi
bilinen varyasyonlarla uyumlu bulunmustur (91). Veri tabanlarinda bu
kromozomlarda bulunan degisiklikler ile uyumlu fenotipik bulgu bildirilmezken,
13. kromozomdaki kayip bolgesi gen icermeyip, 16. kromozomdaki kazang
bolgesinde bulunan genler de herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemistir (92-94,

97).
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Tablo 5.2. Molekiiler karyotipleme sonucunda 15q11.1-11.2 bdlgesinde kaybi olan Olgu 3 ve 9

ile veri tabanlarinda ortiisen kaybi bulunan olgularin 6zellikleri *

Kisi Mb  Gen Pozisyon Kalitim Ortak Klinik Diger
numarasi sayisi Ozellikler Klinik Ozellikler
Olgu 3 2.5 15 15:20175623- Ebeveynler analiz Konusma geriligi
22752987 edilmedi MR/gelisme Boy kisalif1
geriligi
Olgu 9 2.3 12 15:20175623- Ebeveynler analiz MR/gelisme Brakisefali
edilmedi geriligi Trigonosefali
22497265 Upslanting
palpebral fissiirler
Yutma giigliigii
Hipotoni
Nobet
Serebellar
hipoplazi
Hemanjiyom
Fusiform el
parmaklart
Ayakta 2-3
sindaktili
1988 24 5 15:20330216- Ebeveynler analiz Bulgu yok
edilmemis/bilgi verici
22727009 degil
251332 2.24 9 15:20849110- Saglikli ebeveynlerden MR/gelisme Nobet
kalitilmig geriligi
23085096

* Tablo, 92-94 numarah kaynaklardan faydalamlarak hazirlanmistir.

Olgu 4 ve kendisi ile ayn1 klinik bulgulara sahip iki kardesine uygulanan
Array 2.7 ¢aligsmasi sonucunda 3 vakada ortak olarak tespit edilen degisikliklerden
biri olan 6p21.1 lokusundaki kazan¢ bolgesi; bilinen CNV’lerle uyum
gostermekte  olup, igeriginde simdiye kadar herhangi bir hastalikla
iliskilendirilmis gen bulunmamaktadir. Ug¢ vakada da ortak olarak kazanca
ugrayan TFEB geni bir¢ok lizozomal genin transkripsiyonunun kontroliinde gérev
alan bir gendir. Olgu 4 ve aile agacinda III-2 ile belirtilmis kardesinde ortak
duplikasyonun saptandigi PGC geni ise gastrik mukozada pepsin Onciili

pepsinojeni eksprese eden bir gendir. Her iki genin de duplikasyonunu igeren
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fenotip veri tabanlarinda izlenmemistir (92-94). MR/gelisme geriligi, nobet ve
benzer yliz bulgulari olan ii¢ kardeste tespit edilen diger bir degisiklik ise 16q23.1
lokusunda bulunan ve 100-89-79 kb biiyiikliiklerindeki kayip bolgesidir. Bu
bolgede kayba ugrayan tek gen olan WWOX geni insan genomunda bulunan en
sik frajil bolgelerden olan FRA16D’de bulunup, bir ¢ok kanser tipinde degisken
ekspresyonu gosterilmis timor biiylimesini engelleyen bir tiimor supresor gendir
(107). Ayrica mutasyon veya delesyonu 6zefagus skuamoz hiicreli karsinomuna
(OMIM#133239) yol agmaktadir. Yapilan c¢alisma sonuglart Olgu 4 ve
kardeslerindeki klinik durumun submikroskopik bir yeniden diizenlenime bagh
olmadigimi gdstermistir ancak iigiinde de ayni bdlgenin delesyonu olgularda
Ozefagus kanseri gelistirme veya diger kanserlere yatkinlik riskini giindeme
getirmektedir. Olgu 4 ve kardeslerinin klinik durumunun arastirilmasi igin; tek bir
gendeki mutasyon agisindan ebeveynlerin gonadal mozaisizmi, penetranst diisiik
ve ekspresivitesi degisken otozomal dominant bir hastalik veya anne babanin
tasiyic1 oldugu otozomal resesif bir hastalik olma ihtimalleri ile ekzom dizileme

yapilmasi planlanmistir.

Yapilan c¢aligma sonucunda Olgu 5’in 15q11.1-11.2 lokusunda bulunan
2.57 Mb biiytikliiglindeki duplikasyon sitogenetik olarak “15q11-q13 Duplikasyon
Sendromu (#608636)” ile uyumlu bulunmustur. Bu bdlgenin maternal kalitilan
duplikasyonunun bulundugu bireylerde MR/ gelisme geriligi, konusma geriligi,
otizme yatkinlik, kisilik ve davranis bozukluklar1 bildirilmistir (108). Belirtilen
sendromda duplikasyona ugrayan bdlge molekiiler diizeyde incelendiginde,

beyinde Onemli bir norotransmitter olan GABA (gama-aminobiitirik asit)
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reseptoriinii  eksprese eden GABRB3 geni; Prader Willi/ Angelman
Sendromlarinda meydana gelen delesyonlar i¢in tanimlanmis 15q11.2°de bulunan
kirik noktalast 1 (KN 1) ve KN 2 arasindaki 500kb biiyiikliigiindeki bolgede
bulunmaktadir ve bu genin duplikasyonu 15q11-q13 duplikasyon sendromundaki
klinik bulgulardan sorumlu tutulmustur (109). Olgu 5’te bulunan duplikasyon
bolgesi (15:20175623-22749949) ise GABRB3 genini i¢cermeyip, KN1 ve KN 2
bolgelerinden daha proksimaldedir. Saptanan kazang bdlgesi bilinen CNV’ler ile
uyumlu olup, bu bdlgenin igeriginde bulunan fonksiyonu belirlenmis tek gen olan
POTEB geninin prostat, over, testis ve plasentada eksprese edildigi belirlenmistir
(110). Ayrica bu bolgenin anneden kalitilmadigi da gosterilmistir (Sekil 4.5.3).
Fakat Tablo 5.3. incelendiginde veri tabanlarinda bildirilmis olan 260421
numarali vaka ile Olgu 5’in kazang bolgeleri ortiismekte ve klinik bulgulari uyum
gostermektedir (92). 260421 numarali vakanin kazang bolgesinde de GABR3 geni
bulunmayip, bizim vakamizdan farkli olarak noronal dokularda eksprese olan ve
Prader Willi/Angelman sendromlarinda genomik damgalanmaya ugramayan ve
mutasyonunda “Otozomal Dominant Spastik Parapleji 6 (#600363)” hastalifina
sebep olan NIPA1 (non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 1) geni
bulunmaktadir ve bu genin duplikasyonu ile iligkili klinik heniiz belirlenmemistir
(97). Bilindigi tizere kromozom 15 genomik damgalanmaya ugrayan genlerden
biri olup heniiz iizerinde bulunan tiim genlerin fonksiyonu, hastaliklarla iligkisi ve
genomik damgalanma paternleri belirlenmemistir (111). Zaman iginde yapilacak
olan ileri genetik ¢alismalarla; 260421 numarali vakanin klinik bulgularindan

duplikasyonu ile iligkili fenotipin heniiz bildirilmedigi NIPA1 geninin mi sorumlu
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oldugu yoksa Olgu 5 ile ortak olarak duplikasyona ugrayan bolgede bulunan ve
fonksiyonu heniiz belirlenmemis, 15q duplikasyon sendromundan sorumlu oldugu
ileri siirilen GABR3 geninden bagka bir genin mi sorumlu oldugu acgiga

kavusacaktir inancindayiz.

Tablo 5.3. Molekiiler karyotipleme sonucunda 15q11.1-11.2 bdlgesinde kazanci olan Olgu 5 ile

veri tabanlarinda ortiisen kazanci bulunan olgunun 6zellikleri*

Kisi Mb Gen Pozisyon Kalitim Ortak Klinik  Diger Klinik
numarasi sayisi ozellikler Ozellikler
Olgu 5 2.57 15 15:20175623-22749949 Annede MR Uzun yiiz
bulunamadi, Sinoftris Anteverte nostriller
baba analiz Bellirgin Diizensiz dis yapist
edilmedi kaglar Konugma geriligi
Kisa dikkat Davranis problemleri
stiresi Mitral kapak
prolapsusu
260421 3.19 10 15:20279565-23470963 Ebeveynle MR/gelisme Mikrosefali
analiz geriligi Belirgin kulaklar
edilmemig/bilgi  Belirgin
verici degil kaslar
Kisa dikkat

stiresi

* Tablo, 92-94 numaral kaynaklardan faydalanilarak hazirlanmistir.

Olgu 5’te bulunan diger bir degisiklik olan 22q11.23 lokusundaki 0.19 Mb
biiyiikliigiindeki kazang bolgesi, bilinen CNV’ler ile uyumlu olup veri
tabanlarinda kazang bolgesi bizimkiyle ortiisen bir vakada ise higbir fenotipik
bulgu belirtilmemistir (92-94). Ayrica bu bolgede fonksiyonu belirlenmis veya

hastalikla iligkilendirilmis gen bulunmamaktadir.

Olgu 6’nin 16q24.2-24.3 bolgesinde saptanan yaklasitk 2 Mb (1.99)
blyiikliiglindeki kazan¢ bdlgesinde bulunan genlerden GALNS geninin
mutasyonu Mukopolsakkaridoz tip 4A (Morque Sendromu)’ya sebep olurken,

CDHI15 geninin delesyonu veya mutasyonu otozomal dominant gegisli MR
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sendromuna sebep olmaktadir (97, 112). CDHI5 geni, Ca bagimli hiicre
adezyonunu saglayan kaderin ailesinden, iskelet kasi1 diferansiyasyonu sirasinda
miyotiibil uyarilmasini saglayan bir gen olup duplikasyonu simdiye kadar
herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemistir. Decipher veri tabaninda CDHIS5
genini igceren 0.3Mb biiyiikliigiinde duplikasyonu bulunan bir vakada (4611)
belirtilen korpus kallozum agenezisi, MR/gelisme geriligi, konusma geriligi,
epikantus gibi klinik bulgular Olgu 6’nin fenotipi ile uyum gostermektedir (92).
Bilindigi gibi baz1 genlerin delesyonu, mutasyonu veya duplikasyonu ayni klinik
tabloya yol agabilmektedir. Ornegin, Olgu 8’de 12q13.3- q14.1 bdlgeleri arasinda
duplikasyonu saptanan bolgede bulunan genlerden CYP27B1(609506) geninin
hem delesyonu, hem mutasyonu, hem de duplikasyonu sonucunda vitamin D
bagimli Rikets tip 1 meydana gelmektedir. Buna gére CDHI15 geninin mutasyonu
veya delesyonu sonucu olusan otozomal dominant mental retardasyonun, bu genin
duplikasyonu sonucunda da meydana gelip gelmeyecegi, bu konuda yapilacak
olan caligmalarin sayis1 arttikca netlesecekir. Olgu 6’da 16q24.2-3 bolgesindeki
duplikasyonun hastanin fenotipinden sorumlu olabilecegi diisiiniilerek aile
calismasi yapilmasi, sonrasinda 6ncelikle MLPA yontemi ile duplikasyonun teyidi
planlanmigtir. Ayrica molekiiler karyotipleme ile saptanan delesyon veya
duplikasyonlar i¢in yanlis pozitifligin kontroliinde FISH veya MLPA disinda
mikrosatellit genotiplendirme, DNA dizileme veya baska bir array platformu gibi

yontemler kullanilarak teyit edilebilirler (62).

Olgu 6’nin 12q24.33 bolgesindeki 1.3 Mb biyiikliigiindeki kayip
bolgesinde simdiye kadar bir hastalikla iligkilendirilmis bir gen bulunmamakla

birlikte TMEMI132D geninin; fare beyninde eksprese oldugu, ayrica korpus
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kallozumda, beyin spinal kord ve optik sinirin beyaz maddesinde bulundugu
gosterilmistir (113). TMEM132D geninin de i¢inde bulundugu ayn1 bolgede, 1.36
Mb biiylikliiglinde delesyonu olan bir vakada da (vaka no: 250363, (92))
MR/gelisme geriligi bulunmasi; bu genin MR etiyolojisinde aday gen olarak yer

alabilecegini diigiindlirmektedir.

Insan genomundaki mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlarm olusum
mekanizmalarinda mayoz boliinme sirasinda gergeklesen, kromozom iginde
komsu boélgelerde bulunan alelik olmayan bolgelerin homolog rekombinasyonu
bulunmaktadir. Bu bdlgeler segmental duplikasyonlar veya diisiik kopya tekrarlar
(Low Copy Repeat, LCR) olarak adlandirilmaktadir. Kromozom 16 ise bu
genomik yeniden diizenlenimlerin sebebi olan segmental duplikasyonlar
bakimindan zengin bir kromozomdur (115). Mikroarray tabanli sistemlerin
gelismesi ve sebebi bilinemeyen MR/gelisme geriligi bulunan hastalarin
arastirtlmasinda kullanilmasi ile, bazt CNV’lerin, hasta bireylerde normal saglikli
bireylere gore daha sik bulundugu gozlenmistir. 16p11.13 bolgesinin hem
delesyonu hem de duplikasyonu patojenik oldugu diisiiniilen bolgelerden biridir.
Bu boélgenin delesyonunun saptandigi vakalarda; MR/gelisme  geriligi,
mikrosefali, davranis problemleri gibi klinik bulgular olup, bu bulgular bolgede
delesyona ugramig NDE1 ve NTANI1 genlerinin haploid yetersizligi
(haploinsufficiency) ile iliskilendirilmistir (116). 16p11.13 duplikasyonu veya
delesyonu olan vakalarda degisimin, bir distal kirik noktasi (KN1) (16:14.7-
14.75Mb) ve proksimal kirik noktast (KN2) (16:16,2-16,8Mb) arasinda oldugunu
saptanmigtir (116). Yapilan ¢aligmada en sik rastlanilan degisikliklerden biri olan

16p13.11 lokusundaki kayip bizim olgularimizdan 6, 8 ve 9’da da tespit edilmistir
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(Tablo 5.4). Bu bolge bilinen CNV’lerle uyumlu olmakla birlikte igerigindeki
genlerden her ii¢ olguda ortak kayba ugramis olan NOMO3 geni haritalanmis
fakat heniiz fonksiyonu tespit edilmemis bir gendir. ABCC6 geni ise sadece Olgu
6’da kayba ugramis olup, bu genin mutasyonu veya delesyonunda bag dokusunda
bulunan elastin fibrillerdeki anormallige bagli olarak; kardiyovaskiiler sistem,
g6z, beyin ve tiim bag dokusu bulunan sistemlerde vaskiiler komplikasyonlarla
seyreden “Psddoksantoma Elastikum (OMIM#177850)” hastaligima yol
acmaktadir. Olgu 6’da simdiye kadar bu hastaliga dair bir bulgu izlenmemistir.
Olgu 6, 8, 9’da delesyona ugrayan bolge; 16p13.11 mikrodelesyon sendromunda
klinikten sorumlu tutulan NDE1 ve NTANI genlerini icermemekle birlikte;
Hannes ve arkadaglarinin 16p13.11 mikrodelesyon/duplikasyon tespit ettikleri
vakalar1 molekiiler ve klinik olarak inceledikleri ¢alismada, belirttikleri vakalarda
olusan degisikliklerden biri KN2 (16:16,2-16,8Mb)’ye denk gelmektedir. KN2
bolgesinin genomik degisikliklerin olugsmasindan sorumlu LCR’lerden biri
oldugunu ve bu bdlgenin homolog olmayan rekombinasyonu ile 16pl13.11
mikrodelesyon sendromunu olustugunu ileri slirmiiglerdir. Hannes ve
arkadaglarinin yaptig1 bu calismada ayrica 2 vakada atipik duplikasyon, 1 vakada
ise delesyon saptanmis olup bu vakalarda olusan degisimin distal kirik noktasi
KN1 (16:14.7-14.75Mb) iken, proksimal kirik noktasit KN2 (16:16,2-16,8Mb)
yerine, bu {i¢ vaka i¢in KN3 denilen ve 16pl12.3’de bulunan 16:18.3-18.5
pozisyonudur (117). Yaptigimiz c¢alismada Olgu 9°da da 16pl12.3’te 0.26 Mb
biiyiikliigiinde bir de delesyon saptanmig olup veri tabanlarinda kayip bolgesi
ortiisen vakalarin &zellikleri Tablo 5.5°de sunulmustur. Ozellikle olgu 9 basta
olmak {izere, vakalarimizin klinik 6zellikleri bu bodlgenin delesyonunu tasiyan

vakalarla uyum gostermektedir. Bu konuda yapilacak olan ileri ¢aligmalar, bizim
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hastalarimizda da delesyonu saptanan bu LCR boélgelerinin belirtilen sendrom

sinirlarinda olup olmayacagini gosterecektir.

Tablo 5.4. Molekiiler karyotipleme sonucunda 16p13.11 bolgesinde kaybi olan Olgu 6, 8, 9 ile

veri tabanlarinda drtiisen kayb1 bulunan olgularin 6zellikleri*

Kisi

numarasi

Mb

Gen

sayisi

Pozisyon

Kahtim

Ortak klinik

ozellikler

Diger

Klinik 6zellikler

Olgu 6

Olgu 8

Olgu 9

248716

250 291

251115

0.53

0.38

0.17

3.05

331

331

9

13

16:16299959-
16831610

16:16337248-
16717587

16:16337248-
16509239

16:15492316-
18546759

16:15533023-
18839788

16:15533023-
18839788

Ebeveynler analiz
edilmedi

Ebeveynler analiz
edilmedi

Ebeveynler analiz
edilmedi

Saglikli
ebeveynlerden
kalitilmig

Saglikli
ebeveynlerden
kalitilmig

Saglikli
ebeveynlerden
kalitilmig

MR/gelisme
geriligi

MR/gelisme
geriligi

MR/gelisme
geriligi Nobet

MR/gelisme
geriligi

MR/gelisme
geriligi
Nobet

Epikantus
Konusma geriligi
Korpus kallozum
agenezisi

Belirgin glabella,
Yiiksek burun képriisii
Dar damak

Retrognati

Kisa filtrum

Uzun boyun

Ensede hemanjiom
Uzun parmaklar
Proksimal interfalengeal
eklemlerinde kontraktiir
Skolyoz ve kifoz

Brakisefali
Trigonosefali

Yukart doniik palpebral
fissiirler

Yutma giigligii
Hipotoni

Serebellar hipoplazi
Hemanjiyom

Fusiform el parmaklari
Ayakta 2-3 sindaktili

Paroksismal apne
Serebellar hemisfer
hipoplazisi

[nfant d6nemde
beslenme problemleri
Mega sisterna magna
Ayakta postaksiyel
polidaktili

Bulgu yok

Gorme problemleri

* Tablo, 92-94 numarali kaynaklardan faydalanilarak hazirlanmustir.
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Tablo 5.5. Olgu 9 da saptanan 16. Kromozomun p12.3 lokusunda bulunan kayip bdlgesini igeren
vakalarin karsilagtirilmasi*
Kisi Gen Ortak klinik Diger Klinik
Mb Pozisyon Kahtim . .
numarasi sayisi Ozellikler Ozellikler
Brakisefali
Trigonosefali
Yukar1 doniik
MR/gelisme palpebral fissiirler
Olgu 9 0.26 8 16:18324884- Ebeveynler analiz geriligi Yutma giieliigi
18593111 edilmedi Sercbellar Hipotoni
hipoplazi Nobet
Hemanjiyom
Fusiform el
parmaklari
Ayakta 2-3 sindaktili
. Paroksismal apne
géi{i%;hsme [nfant d6nemde
248716 3.05 16:15492316.  Saghkl Serebellar beslenme problemleri
11 18546759 ebeveynlerden hemisfer Mega sisterna magna
kalitilmis hinoplazisi Ayakta postaksiyel
pop polidaktili
250291 331 16:15533023-  Soglikh ’
13 18839788 ebeveynlerden Bulgu yok
kalitilmig
251115 330, 16:15533023- gseg&kh erden ]\iﬁfig.ei"sme Nibet
18839788 kalmlﬁs gemis Gorme problemleri

* Tablo, 92-94 numarali kaynaklardan faydalanilarak hazirlanmaistir.

Olgu 6°da tespit edilen diger kromozomlara ait kayip ve kazang bolgeleri

bilinen varyasyonlarla uyumlu olup, icerdikleri genlerin MR etiyolojisini

aciklayabilecek fonksiyonu bulunmamaktadir

(91-94, 97).

Yine de bu

degisikliklerin de novo mu, kalitilmis m1 oldugunu anlamak i¢in ebeveyn

caligmalar1 yapilmalidir.

Yapilan Array ¢aligmasi ile Olgu 7°de bulunan 7 degisiklikten 6’s1 bilinen

CNV’ler ile uyumlu olup veri tabanlarinda uyumlu fenotip bulunmamaktadir (91-

94). Bilinen CNV’lerle uyumlu bu 6 degisiklikten 8q11.1°deki kazang bdlgesinde
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hi¢ gen bulunmayip, 7q11.21 ve 8q24.23 lokuslarindaki kayip bolgeleri ile
8g24.3’teki kazang bolgesinde hastalikla iligkilendirilmis veya fonksiyonu
belirlenmis gen bulunmamaktadir (97). Hastalikla iliskilendirilmis, gen igeren
degisiklik bolgelerinden biri olan 2q37.1°de tespit edilen 222 kb’lik kazang
bolgesinde bulunan CHRND geninin mutasyonu veya delesyonu sonucu
“Konjenital Miyasteni Sendromu (OMIM #601462)” meydana gelmektedir. Olgu
7’nin klinik 6zellikleri bu hastalikla uyumlu olmayip, bu genin duplikasyonu da

heniiz bildirilmemistir (97).

Olgu 7’de tespit edilen CNV uyumlu hastalikla iliskilendirilmis gen igeren
diger bir degisiklik olan 10q22.1°deki 111 kb’lik kazang bdlgesi, Olgu 8’in
10g22.1 lokusundaki 609 kb biiyiikliigiindeki kazang bolgesiyle oOrtiismektedir.
Her iki olguda da bu bolgede bulunan ve duplikasyona ugramis olan CDH23
geninin mutasyonu veya delesyonu, iki alelik hastalik olan otozomal resesif
sagirlik tip 12 (#601386) veya Usher Sendromu Tip 1D (#601067)’ye yol agmakla
birlikte bu genin duplikasyonu ile iliskili fenotip heniiz bildirilmemistir. Ayrica,
veritabanlarinda bu varyasyonlarla uyumlu kazang bolgeleri olan vakalar

bulunamamaistir (92-94).

Olgu 7°de saptanan ve bilinen CNV’lerle uyum gostermeyen bir degisiklik
olan 3q21.2-q21.3 lokusundaki 121 kb’lik kazan¢ bolgesi SLC41A3 ve
ALDHIL1 genlerini igermektedir ve bu genler simdiye kadar herhangi bir
hastalikla iliskilendirilmemistir (97). Sonug olarak yapilan ¢alisma ile Olgu 7 nin
fenotipini agiklayabilecek net bir degisiklik bulunamamis olup, ebeveyn calismasi

yapilmasi1 gerekmektedir.
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Yapilan calismalarda bulunan sonuglarin analizinde, mevcut klinigi
aciklayabilecek en belirgin degisiklik Olgu 8’e ait 9. kromozomun q34.2-34.3
bolgesindeki 2.6 Mb biyiikliigiindeki kazang bolgesidir. 9q34 bolgesinin
duplikasyonu ile klinik bulgular iligkilendirip, “9q34 Duplikasyon Sendromu’nu
genis bir ailedeki 7 vakada tanimlayan ilk calisma, Allderdice ve arkadaslari
tarafindan 1983’te yapilmistir (118). Literatiirde bu bolgede duplikasyonu
bulunan vakalar genellikle dengeli translokasyon tasiyicisi ebeveynlerin dengesiz
gametlerine bagli iken, de novo bildirilen vakalar da bulunmaktadir. Bildirilen
caligmalara gore 9q34 sendromunun klinik bulgulari; duplike olan bélgenin
bliyiikliigline ve translokasyon varsa etkilenen diger kayip veya kazanca ugrayan
kromozomal bolgeye gore degiskenlik gdstermekle birlikte, psikomotor
retardasyon, hipotoni, konusma geriligi, davranis problemleri, dar uzun asimetrik
yiiz, kisa palpebral aralik, yliksek burun kokii, uzun burun, displastik kulaklar, dis
anomalileri, belirgin ¢eneyi igeren dismorfik yiiz bulgulan ile, skolyoz, kifoz,
araknodaktili, kamptodaktili ve eklem kontraktiirlerini iceren iskelet systemi
anomalilerini i¢cermektedir (119, 120). Bu bulgulara ek olarak bir vakada da;
yiyecek kagirma, obezite ve sekonder amenore bildirilmistir (121). Yapilan
caligmalarda 9q34 bolgesinde c¢ok sayida fonksiyonel gen bulundugu ve bu
nedenle klinik bulgularin multisistemik oldugu fakat heniiz bu sendromda bulunan
anomalileri acgiklayacak kesin bir gen olmadigimi ileri siiriilmiistiir (119). Bu
bolgenin delesyonunda olusan MR’den bu bdlgede bulunan histon lizin metil
transferaz ailesinden olan ve epigenetik histon modifikasyonu ile santral sinir
sistemi gelisiminde rolii bulunan EHMT1 geninin haploid yetersizligi sorumlu
tutulmustur (122). Bu genin duplikasyonunun da yine MR’ye sebep olabilecegini

ileri siiren ¢aligmalar oldugu gibi duplikasyon bolgesinde EHMT1 geni olmayan
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vakalar da bulunmaktadir (119, 123). Olgu 8’de bulunan MR/gelisme geriligi, dar,
uzun yliz, yiikksek burun kokii ve kopriisii, dis anomalileri, eklem kontraktiirleri,
araknodaktili, kamptodaktili, skolyoz ve kifoz, davranis problemleri gibi bulgular,
tanimlanmis olan 9934 duplikasyon sendromu ile uyumludur (Sekil 3.3). Olgu
8’de duplike olan 9q34.2-q34.3’teki 2.6 Mb biiyiikliiglindeki bdlge icerisinde 45
tane gen bulunmakta olup; 38 tanesinin fonksiyonu belirlenmis ve bu genlerin
7’sinin bir hastalikla iliskisi tespit edilmistir. Fonksiyonu belirlenmis genlerden
ADAMSTS13 geni Trombotik Trombositobenik Purpura (#274150) ile,
ADAMSTSL2 geni Geleofizik displazi 1 (OMIM#231050) ile, CEL geni
MODY®8 (Maturity-Onset Diabetes of the Young, Type 8, with Exocrine
Dysfunction, OMIM #609812) ile, COL5A1 geni Ehler Danlos Sendromu Tipl ve
2 (OMIM#130000-130010) ile, DBH geni Konjenital Beta Hidroksilaz Eksikligi
(OMIM#223360) ile, SARDH geni Sarkozinemi ile, SURFI ise Leigh Sendromu
(OMIM#256000) ile iliskilendirilmis genlerdir. Olgu 8’de ve 9934 duplikasyonu
saptanmis diger olgulardaki klinik bulgularin; bu bolgede bulunan hiicre dongiisii
ve metabolizmasi, protein transportunda sinyal kontrolii, fibrinogenezis, bag
dokusu olusumu gibi gorevlerde fonksiyonu olan proteinleri eksprese eden
genlere bagli oldugu diisiiniilmektedir. 9934 bolgesinin duplikasyonu bulunan
vakalarla ilgili caligmalarin artmasiyla, duruma neden olan gen/genlerin daha

kesin olarak belirlenebilecegi inancindayiz.

Olgu 8’de tespit edilen diger degisikliklerden 20q13.33’teki 1.23 Mb,
10g22.3’deki 0.6 Mb, 9q32.2deki 0.4 Mb, 12q13.13’de 0.4 Mb, 6p21.31°deki 0.35
Mb, 10g22.1°deki 0.32 Mb biiyiikliigiindeki kazang bdlgeleri bilinen

varyasyonlarla uyumludur ancak veri tabanlarinda bu kazang bolgesi ile Ortiisen
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kazanimlara sahip fenotipik olarak benzer vakalar bulunmamaktadir (91-94).
Ayrica bu bdlgelerin igeriginde Olgu 8’in klinik bulgularim1 agiklayabilecek
fonksiyonu olan gen bulunmamaktadir. Diger bir CNV uyumlu, kazancinda
fenotipik olarak benzer vaka bulunmayan, 17q25.3’teki 0.7 Mb biiytikliigtindeki
kazang bolgesinde bulunan CBX2 geninin; delesyon veya mutasyonunda sex
reversal durumu olugsmakta iken duplikasyonu ile iligkili fenotip bildirilmemistir
(97). D1s genitalyast muayede normal saptanan, i¢ genitalya ile iliskili arastirma
yapilmamis Olgu 8’de bulunan ayni cinse ilgi, cinsel sapkinlik olarak ifade edilen
duygu durum bozuklugunun bu genin duplikasyonuna bagl gelisip gelismedigi ile
ilgili kesin sonuca ancak bu degisikligin de novo oldugunun gdsterilip, bu
bolgenin duplikasyonu saptanan ayni bulgulara sahip vakalarin bildirilmesi ile

ulasilacaktir.

Olgu 8’de 19p13.13-q13.12°de saptanan 0.33 Mb biiyiikliiglindeki kazang
bolgesinde yer alan CC2D1A geninin mutasyon veya delesyonunda “Otozomal
Resesif Kalitimli Mental Retardasyon Tip 3 (OMIM#608443)” olusmaktadir.
Olgu 8’in ebeveynleri arasinda akrabalik Oykiisiiniin bilinmemesi, bu genin
duplikasyonunun hi¢ bildirilmemis olmasi1 19p13.13’deki bu CNV uyumlu
degisikligin Olgu 8’in fenotipinden sorumlu olmadigini1 diisiindiirmektedir.
12q13.3-q14.1 bolgeleri arasinda saptanan 0.32 Mb biiyiikligiindeki kazang
bolgesi bilinen CNV’lerle uyumlu olmakla birlikte, veri tabanlarinda bu bolgeyi
de iceren 2.94 Mb biiyiikliigiindeki de novo kazanci olan MR’lu bir birey (olgu
no: 257321) bildirilmistir (92). Olgu 8’de duplikasyona ugrayan bu bolgede
bir¢ok fonksiyonu bilinen veya bir hastalikla iligkilendirilmis gen bulunmakta

olup CYP27B1 geni disindakilerin duplikasyonu 1ile iliskili fenotip
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bildirilmemistir. CYP27B1 geninin hem delesyonu hem mutasyonu hem de
duplikasyonu sonucunda D vitamini bagimli Rikets tip 1A meydana gelmektedir
(124). Fakat olgumuzda Rikets’1 diisiindiirecek bir bulgu olmamakla birlikte, D

vitamini 0l¢limii yapilmasinin yararli olacag: diisiincesindeyiz.

Olgu 9’un 3 numarali kromozomunun p21.2 bdlgesinde saptanan 0.15 Mb
biiyiikliigiindeki kazang bolgesi veri tabanlarinda arastirilmistir ve bu bolge ile
ortiisen kazang bolgesi saptanan vakalar Tablo 5.6’da sunulmustur. (92-94).
Kazang bolgesi ile Ortiisen vakalardan “252186” numarali hastanin MR/gelisme
geriligi ve hipotoni bulgular1 olgu 9 ile uyumlu bulunurken diger vakalarda
fenotipik bir bulgu bulunmamaktadir (Tablo 5.6) (92). Vaka “252186’daki
kazang 6,87 Mb olup 88 gen icermektedir (Tablo 5.6). Olgu 9 ve belirtilen vakada
ortigen klinik bulgularin ortak olarak duplike olan 11 genden kaynaklanip
kaynaklanmadigini arastirmak iizere bu genlerin fonksiyonlar1 degerlendirilmistir.
ki vakada ortak olarak bulunan RRP9, PARP3, GPR62, PCBP4, ABHD14B,
ABHDI14A, ACY1, RPL29, DUSP7, C3orf74 ve POCI1A genlerinden RRP9,
ABHDI14B, ABHDI14A, RPL29, C3orf74 ve POCIA genleri bugiine kadar
herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemistir (97). PARP3 geni mitoz kontrol
noktalarinda etkin; GPR62 beyinde eksprese olan fakat fonksiyonu heniiz
belirlenmemis bir gendir. PCBP4, p53 gibi DNA hasarinda apopitozisi uyararak
hiicre proliferasyonunu kontrol etmekte olan bir gen, ACY1 ise tiim ¢ekirdekli
hiicrelerde eksprese olan amiloacgilaz enzimini kodlayan ve kiigiik hiicreli akciger
kanserinde eksprese olmadigi i¢in bir timoér supresér gen oldugu
diistiniilmektedir. Bu genlerin fonksiyonlarma bakilarak Olgu 9°daki kinik

bulgular1 ac¢iklayamayacagr goriilmiis fakat sadece beyinde eksprese olan ve
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fonksiyonu heniiz belirlenmemis olan GPR62 geninin MR etiyolojisinin

arastirilmasinda aday genler arasinda olabilecegi diistiniilmiistiir.

Tablo 5.6. Olgu 9°da 3p21.2 lokusundaki kazang bolgesi ve bu bolgeyle drtiisen kazanglari

bulunan vakalarin karsilagtiritlmasi*

Kisi Mb Gen Pozisyon Kalitim Ortak Klinik Diger Klinik
numarasi sayisi Ozellikler ozellikler
Olgu 9 0.15 11 3:51969590- Ebeveynler analiz ~ MR/gelisme Brakisefali
52127959 edilmedi geriligi Trigonosefali
Hipotoni Yukar1 doniik
Nobet palpebral fissiirler
Yutma giigligi
Serebellar hipoplazi
Hemanjiyom
Fusiform el
parmaklari

Ayakta 2-3 sindaktili

252186 6.87 88 3:49977069- De novo MR/gelisme Fontanellerin geg
56846787 geriligi kapanmasi
Hipotoni Uriner reflii
Nobet
250174 43.15 336 3:20452936- De novo - Bulgu yok
63602558
258648 17.22 229 3:43438313- De novo - Bulgu yok
60661991

*Tablo, 92-94 numarali kaynaklardan faydalanilarak hazirlanmigtir.

Olgu 9’un 14. kromozomunun uzun kolunun 11.2 bant bdlgesinde tespit
edilen 0.156 Mb biiyiikliigiindeki kayip, bu bolgede gen bulunmamasi nedeniyle
dikkate alinmamistir. Kromozom 2, 3 ve 19°da saptanan kazang bolgeleri ile
ortiisen vaka bulunamamis ve bu bolgedeki kopya sayist degisiklikleri benign

olarak degerlendirilmistir (91).

Olgu 9’un 17g21.33 lokusunda saptanan 153 Kb boyutundaki kazang
bolgesi veri tabanlarinda arastirilmis ve bir tane kazang bolgesi ortiisen vaka tespit
edilmistir (92-94). Veri tabanlarinda “997” numara ile tanimlnan bu vakada

17q21.33°de 47738545-48841039 pozisyonunda 1.1 Mb biiyiikligiinde ki kazang
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bolgesi, olgumuzdaki 48205078-48358743 pozisyonlar1 arasindaki kazang
bolgesini kapsamaktadir (92). “997” numarali hastanin klinik bulgular1 arasinda;
MR/gelisme geriligi, mikrosefali, yukar1 doniik palpebral fissiirler, epikantus,
kulakta skin tag, yiiksek damak, klinodaktili, ayak 2-3. parmaklar1 arasinda
sindaktili, pes kavus, isitme kaybi, gérme problemleri bulunmaktadir. Bu
bulgulardan mikrosefali, MR/gelisme geriligi, yukar1 doniik palpebral fissiirler ve
ayak 2-3. parmaklar1 arasinda sindaktili, olgu 9 ile ortak olarak bulunmaktadir. Iki
vakada ortak olarak duplikasyona ugramis ve fonksiyonlar1 belirlenmis genlerden
PPPIR9B geni hiicre biliyilimesinde gorevli olup heniiz bir hastalikla
iliskilendirilmemistir (97). Hastalikla iliskilendirilmis genlerden SGCA geninin
mutasyonu veya delesyonunda “Limb-Girdle Miiskiiler Distrofi, Tip 2D
(OMIM#608099)” meydana gelmekte fakat duplikasyonu herhangi bir fenotiple
iliskilendirilmemektedir (97). iki vakada ortak duplikasyona ugramis ve hastalikla
iliskilendirilmis diger bir gen olan COL1A1l geninin ise delesyonu veya
mutasyonu sonucunda osteogenezis imberfektanin ¢esitli tipleri meydana
gelmekte olup, genin duplikasyonu ise, infant donemde agir seyredip 6liime sebep
olan “Osteogenezis Imperfekta, Tip 2, (OMIM#166210)” hastalig1 ile
sonuglanmaktadir (125). Fonksiyonu ve hastaliklarla iligkileri belirtilen genlerin
duplikasyonun; Olgu 9’da bulunan klinigi aciklayamayacagi diisiiniilmiis ve
bolgenin yanlis pozitiflik yoniinden degerlendirilmesi ve aile ¢calismasi yapilmasi

planlanmustir.

Olgu 9°da 20q13.31 lokusundaki kazang bolgesi icerisinde yer alan RAEI

ve RBM38 genlerinin RNA baglama ve tasinmasinda gorev alan proteinleri
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eksprese ettikleri bilinmektedir. Tablo 5.9.5’de sunulan ve Olgu 9’un kazang
bolgesi ile oOrtiisen kazang bolgeleri bulunan vakalarda duplike olan bolge ¢ok
bliylik oldugundan ve cok sayida gen icerdiginden, olgu 9 ile ortak klinik
bulgularm RAE1 ve RBM38 genlerinin duplikasyonuna bagli oldugu

sOylenememektedir.

Tablo 5.7. Olgu 9°da 20q13.31 lokusundaki kazang bolgesi ve bu bolgeyle ortiisen kazanglari

bulunan vakalarin karsilastirilmasi*

Kisi Mb Gen Pozisyon Kahtim Ortak Klinik Diger Klinik

numarasi sayisi Ozellikler ozellikler

Olgu 9 0.114 2 20:55952885- Ebeveynler analiz MR/gelisme Brakisefali
56066910 edilmedi geriligi Trigonosefali

Yukari doniik
palpebral fissiirler
Yutma giigliigii
Hipotoni
Nobet
Serebellar
hipoplazi
Hemanjiyom
Fusiform el
parmaklart
Ayakta 2-3
sindaktili

635 7.46 92 20:55353031- Ebeveynler analiz MR/gelisme Hipotoni
62814232 edilmemis/bilgi verici geriligi Mikrosefali
degil

250209 2.08 24 20:55801532- De novo - Nistagmus
57881280 Strabismus

Gecikmis kemik
yasi
Hipotoni
Biiyiime hormonu
eksikligi
Kisa boy

*Tablo, 92-94 numarali kaynaklardan faydalanilarak hazirlanmigstir.

Yapilan molekiiler karyotipleme c¢alismasinda olgularda bulunan
muhtemel benign, muhtemel patojenik, klinikle iligskisiz ve klinik 6nemi tam

olarak bilinemeyen tiim degisiklikler mutlaka yanlis pozitifligin dislanmasi i¢in ek
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bir genetik yontemle teyit edilmelidir. Yapilan ¢alismalarda mikroarray tabanli
sistemlerle bulunan degisikliklerin teyidi i¢in genellikle o bdlgeye 0Ozel
tasarlanmis problarla lokus spesifik FISH yontemi kullanilmaktadir. Yapilan bir
derlemede yanlis pozitifligi dislamanin diger bir yolu olarak, arastirilan hastalarin

klinik agidan dikkatli degerlendirilmeleri gerektigi vurgulanmistir (86).

Yapilan ¢aligma ile Olgu 8’de bulunan ve klinigini acgiklayan duplikasyon
bolgesi disinda tespit edilen diger degisiklikler herhangi bir klinikle
iliskilendirilmese bile, Tiirk toplumunda ve kendi klinigimizde yapilacak olan
yeni c¢alismalarin analizinde fenotipik veya genotipik karsilastirmalarin
yapilmasinda kullanilabilecek veri niteligindedirler. Belirtilen amaca yonelik
olarak caligmada bulunan veriler toplanarak bir veri tabaninin temellerinin

atilmasi planlanmaktadir.

Nedeni bilinmeyen MR’lu hastalarda yapilan bu molekiiler karyotipleme
caligsmasi liniversitemizde ilk olup, ililkemizde sayili arastirmalar arasinda yer
almaktadir. Mikroarray ile tiim genomun taranmasi, Avrupa ve Amerika’da
gelismis tilkelerde tan1 amaglh rutin testler arasinda yer alirken iilkemizde halen
sadece arastirma amacl kullanilmaktadir. Yapilan bu c¢alisma ve benzer
calismalarin artmasi ile, mikroarray tabanli sistemler yalnizca arastirma amagli
degil konvansiyonel sitogenetik testlerden sonra uygulanacak rutin bir tani testi
olarak kullanilmaya baslanacaktir diisiincesindeyiz. Boylece MR/ ¢oklu dogumsal
anomalili ¢ocugu olan ve saglikli bir gebelik sahibi olmak isteyen aileler i¢in

molekiiler karyotipleme yontemi kullanilarak, prenatal veya preimplantasyon
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genetik tan1 olanagi saglanabilecek ve saglikli ¢ocuk sahibi olma hayallerine 151k

tutulabilecektir.

Sonug olarak mikroarray bazli tiim genomu tarama yontemi; sitogenetik
tanty1 mikroskoptan bilgisayara tasiyan, ayni anda genomda bilinmeyen binlerce
bolgeyi tarayip dengesiz karyotipleri saptayan, FISH’in lokus spesifik natiirii ile
tim genomun kromozomlar {izerindeki yiiksek ¢oziintirliiklii goriintiistini
birlestiren bir yontemdir. Yani konvansiyonel ve molekiiler sitogenetik teknikleri
birlestiren mikroarray teknolojisi, gelecek yillarda klinik sitogenetigin temel tasi
olacak gibi goriinmektedir. Mikroarray teknolojisi; gelisme geriligi, MR ve
pre/postnatal ¢oklu dogumsal anomalisi olan hastalarin tanisinda, yeni
mikrodelesyon  sendromlarinin  kesfinde, sebebi  bilinmeyen  genetik
sendromlardan sorumlu genin tespitinde biiyilkk énem tasimaktadir. Bu konuda
yapilan caligmalarin sayisinin  artmast ve gelisen teknolojinin getirecegi
yeniliklerle insan genomundaki bilinmezliklerin zamanla ¢6ziime ulasmasi
hedeflenmektedir. Unutulmamalidir ki; her hiicrede kiiciik bir ¢ekirdege sigan
fakat niikleotidleri yan yana geldiginde binlerce sayfalik ansiklopedileri
doldurabilecek olan insan genomunun kapasitesi ve mucizevi isleyisi,

arastirmacilar i¢in daha uzun zaman boyunca kesifler saglayacak kadar genistir.
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6. SONUC

Nedeni bilinmeyen MR’si olan hastalarin arastirilmasinda son derece
etkili, ulasilabilir, maliyeti uygun olan mikroarray teknolojisi bu konuda yapilacak
caligmalarin artmasiyla giivenilirligini ve etkinligini ispatlayarak klinik molekiiler

sitogenetigin temel tasi olacaktir.

Bu teknoloji, genis bir etiyolojik spektrumu olan fakat heniiz %50-80’inde
neden bulunamamis olan MR’nin genetik yoniiniin arastirilmasina ve sebep olan
yeni gen/genlerin yani sira mikrodelesyon sendromlarinin tepitine de olanak

saglamaya devam edecektir.

Array tabanli sistemlerin analizi glic oldugundan; arastirilacak hastalarin
oncelikle alaninda uzman bir klinik genetik doktoru tarafindan ayrintili olarak
degerlendirilmesi, endikasyon konulmasi halinde miimkiinse ebeveynleriyle
birlikte calismaya dahil edilmesi gerekmektedir. Ayrica sonuglarin
degerlendirilmesi asamasinda temel genetik bilgisi gerekmektedir. Sonuglarin
analizi igin literatliirde verilmis algoritmalar kullanilmali ve bulunan her bir

degisiklik icin veri tabanlarinda ayrintili arastirmalar yapilmalidir.

Yapilan ¢alisma ile arastirilan; nedeni bilinmeyen MR/¢oklu dogumsal
anomali/ dismorfik yiiz bulgular1 olan, klinik olarak herhangi bir genetik
hastalikla iliskilendirilmemis, kromozom analizi ve subtelomerik FISH analizi
normal saptanan 9 hastadan bir tanesinde muhtemel patojenik etmen tespit
edilmistir. Bu molekiiler karyotipleme c¢aligmasi ile her ne kadar projeye saglanan
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gelirin kisith olmasi nedeniyle az sayida hasta arastirilmis ve arastirilan hastalarin
ebeveynleri calismaya dahil edilememis olsalar da; uygun bir analiz algoritmasi
gelistirilerek %]11.1 oranla patojenik etmen tespit edilmis olup array tabanli

sistemlerin tan1 glici dogrulanmagtir.
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8. OZET

“Nedeni Aciklanmamis Mental Retardasyonu Olan Hastalarda Molekiiler
Karyotipleme Yontemi ile Submikroskopik Kromozomal Anomalilerin

Aragtirtlmas1”

Mental retardasyon ve/veya konjenital anomaliler toplumda nadir goriilen
fakat etiyolojik spektrumu genis olan bir hastalik grubudur. Yapisal kromozomal
diizensizlikler; 6grenme giicliigli, dismorfik yiiz bulgulari, c¢esitli konjenital
anomaliler, biiyiime dengesizlikleri gibi bulgulara yol agan nedenler arasinda
Oonemli bir yere sahiptir. Bu diizensizliklerin ancak 5 Mb’dan biiyiik olanlari
konvansiyonel sitogenetik yontemlerle tespit edilebilmektedir. Karyotipi normal
saptanan hastalarda izlenecek algoritmada Oncelikle subtelomerik veya lokus
spesifik FISH yontemi uygulanmaktadir. Yapilan analizleri normal fakat klinik
bulgulart kromozomal anomali diisiindiiren hastalarada, 3 Mb’dan kiiciik hatta
kilobaz diizeyindeki degisikliklerin saptanmasinda Array tabanli yontemler
kullanilarak hastalarin %10- 15’ine tan1 verilebilmektedir. Sonug olarak, yiiksek
coziiniirliikte konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik teknikleri
birlestiren mikroarray teknolojisi intersitisyel bolgelerde bulunan kiiciik delesyon

ve duplikasyonlarin saptanmasina olanak saglamaktadir.

Bu c¢alisma ile, sebebi agiklanamayan mental retardasyonu ve/veya
konjenital anomalisi, gelisme geriligi olan, kromozom analizi ve subtelomerik

FISH analizi normal bulunan 9 hasta “Genom Wide SNP 2.7 Array” ile taranarak
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diger yontemler ile saptanamayan delesyon ve duplikasyonlar arastirilmis ve bir
hastada muhtemel patojenik etmen bulunarak bu sistemlerin tami giicl

dogrulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Mental retardasyon, Mikroarray, Sitogenetik analiz
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9. SUMMARY

“Investigation of Submicroscopic Chromosomal Anomalies on Patients with

Idiopathic Mental Retardation with Molecular Karyotyping”

Mental retardation and/or congenital anomalies are rarely seen on general
population, but have a large etiologic spectrum. Structural chromosomal
abnormalities are one of the significant reasons of mental retardation,
dysmorphism and congenital anomalies. Conventional cytogenetic techniques can
only detect abnormalities greater than 5 Mb. In the diagnostic process there are
locus specific or subtelomeric FISH analyses that can be performed on patients
whose karyotype revealed as normal. If the clinical symptoms still make us think
about chromosomal abnormality, array based methods can be useful to detect
anomalies smaller than 3 Mb to kilobase levels with a ratio of % 10-15. As a
result, small interstitial deletions and duplications could be detected with
microarray technique that integrates conventional and molecular cytogenetic

procedures.

In this study, 9 patients with idiopathic mental retardation and/or congenital
anomaly, growth retardation and normal detected chromosome and subtelomeric
FISH analyses, had been investigated for small deletions or duplications with
“Genome Wide SNP 2.7 Array” and the diagnostic yield of these microarray
technologies has been confirmed with detection of one causative anomaly on a

patient.

Keywords: Mental retardation, Microarray, Cytogenetic analysis
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