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1. GIRIS

Entelektiiel yetersizlik, bireyin zihinsel faaliyetlerinde, bilissel davranislarinda
kisitliliklar bulunmasi ve buna bagli olarak dis diinya ile iletisim ve uyum yeteneginde
azalma olmasidir (1). Goriilme sikligmin diinyada % 2-3 oraninda oldugu
bildirilmistir. Bir¢ok olguda, motor gelisim, biligsel gelisim ve konusmada gecikme
bulgular entelektiiel yetersizlige eslik etmektedir (2). Entelektiiel yetersizlik ve eslik
eden anomalilerin nedenleri olduk¢a genis bir spektrumda incelenmektedir. Bu
sebepler incelendiginde en biiyiik pay1 genetik hastaliklar olusturmaktadir. Bunlar
arasinda; sayisal ya da yapisal kromozomal anomaliler, mikrodelesyon sendromlar1 ve
tek gen hastaliklar1 etyolojide 6nemli bir yer tutmaktadir (3). Karyotip analizi ve
floresan in situ hibridizasyon yontemi (FISH) ile herhangi bir kromozomal degisim
saptanmamis ya da genetik sendromlarin higbiri ile iligkilendirilemeyen hastalar ise
“sebebi belirlenemeyen” olarak degerlendirilmektedir.Karyotip analizi normal, fakat
bulgular bilinen bir mikrodelesyon sendromu ile iliskilendirilebilmis hastalarda lokus
spesifik problar kullanilarak yapilan FISH analizi ile taniya gidilebilmektedir. Tiim
bunlar ile agiklanamayan olgularda; kromozomal degisimlerin daha sik goriildiigii
telomer bolgelerini kapsayan subtelomerik FISH analizi ile bu gruptaki olgularin
%6’sinin  tanist  konulabilmektedir (4,5). Konvansiyonel yontemler ile tespit
edilemeyen, daha kii¢lik delesyon ve duplikasyonlarin belirlenebilmesi i¢in ise yiiksek

¢oziinlirliiklii molekiiler sitogenetik yontemler kullaniimalidir (6).

Bu amagla kullanilan, array tabanli sistemler insan genomunda binlerce

kromozomal bdlgeyi ayn1 anda tarayarak, delesyon ve duplikasyonlarin yiiksek



¢Oziiniirliikte saptanabilmesi agisindan oldukca 6nem teskil etmektedir (5). Bu agidan
bakildiginda mikroarray teknolojisi, nedeni belirlenememis olan entelektiiel
yetersizligi bulunan hastalarda basar1 saglamig bir yontemdir ve tani orani yaklasik
olarak %15-24 arasinda degisim gosterebilmektedir. Ayrica bu ydntem
mikroduplikasyonlarin tanimlanabilmesi agisindan diger konvansiyonel yontemlere
gore daha avantajlidir (7). Etkilenmis olgularda spesifik kopya sayis1 degisikliklerinin
tanimlanmasi, yeni mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarinin kesfine

olanak saglamistir (2).

Bu ¢aligsma ile entelektiiel yetersizligi bulunan, beraberinde dismorfik 6zellikleri ya da
organ anomalileri olabilen fakat konvansiyonel yontemler ile nedeni tespit edilememis
30 hastanin tiim genomu Array CGH (Karsilagtirmali genom hibridizasyonu) yontemi

ile taranarak kromozomal degisimler yoniinden arastirilmistir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1 Entelektiiel Yetersizlik Tanim

Zeka kavramu ile ilgili olarak bir ¢ok tanim yapilmis olmakla birlikte, kiginin
cevresindeki uyaranlar1 algilayabilme kapasitesi, diisiinebilme, 6grenebilme ve
karsilagilan  sorunlar1 ¢ozebilme kapasitesi gibi yetilerinin tiimii  zekay1
olusturmaktadir (8). Zeka, tanimlanmis ¢ok sayidaki yatkinlik geni ve g¢evresel
faktorlerin etkili oldugu multifaktoriyel kalitim gosteren bir kavramdir (9). Zeka ile
ilgili olarak tanimlanmig genler; hiicre sinyal yolaklari, metabolik fonksiyonlarin

diizenlenmesi, hiicre igerisinde organeller arasi iletisimin saglanmasi, ndronlar arasi



sinaptik fonksiyonlarin gerceklestirilmesi gibi olaylarda gorev alan proteinleri

kodlamaktadirlar (10).

Zekd’nin Olgiimil i¢in gelistirilmis olan zeka orani (IQ: intelligence quotient)

kavrami su sekilde olusturulmustur; (Zeka yasi \ Takvim yas1) X 100

Zeka yas1 takvim yasina esit olan kiginin 1Q degeri 100 olarak kabul edilirken, zeka
yasinin takvim yasindan kiiciik olmasi 100°den diisiik, biiylik olmasi ise 100’iin
iizerinde bir 1Q degerini tanimlamaktadir. Zeka yasinin diisiik olmasi durumunda

entelektiiel yetersizlik kavrami ortaya ¢ikmaktadir.

Entelektiiel yetersizlik kognitif fonksiyonlarda bozulma, sosyal yeteneklerde

azalma, dil ve konugma bozukluklar ile karakterizedir (11).

Entelektiiel yetersizlik kavrami Amerikan Psikiyatri Dernegi tarafindan

tanimlanan sekli ile (1);

» Zihinsel islevlerin normalin altinda olmasi
» Kisiler arasi iletisim, toplumsal yasamdaki beceriler, 6zbakim becerilerinde
bozukluk olmast

= 18 yasindan Once baslamasi

Entelektiiel yetersizlik DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorders)’e gore siiflandirilmis olup, dort ana grupta incelenir (1):

Hafif: Olgularin %75-80 kadarmi bu grup olusturur. 1Q degerleri 55-70
arasindadir. Egitim verildigi takdirde kendi yasamlarin siirdiirebilecek kadar yetenek

kazanabilirler.



Orta: Olgularin %12 kadarmi olusturur. 1Q degerleri 35-55 arasindadir. Ozel
egitim aldiklarinda fayda goriirler ve temel bakimlarini karsilayacak duruma

gelebilirler.

Agir: Olgularin %7 kadarimi olusturur. IQ degerleri 20-35 arasindadir. Motor

fonksiyonlarda ve konusma yetisinde gerilik vardir.

Cok agir: Tim olgularin %1-2’si bu gruptadir. IQ degeri 20-25’in altindadar.
Olgularda gelisme geriligi ve eslik eden anomaliler olabilecegi i¢in bakima

muhtagtirlar.

Derecesi belirlenememis grup: Zeka testi uygulanmasi agisindan uyumsuz hastalar

bu grupta yer alirlar.
2.2 Entelektiiel Yetersizligin Epidemiyolojisi

Entelektiiel yetersizligin, diinya ¢apinda goriilme oram1 % 2-3 olarak
bildirilmekte olup bu oran toplumlarin sosyal ve demografik yapilarina gore
farkliliklar gosterebilmektedir (11-13). Hafif formlarinda (IQ yaklasik 50-70)
prevelans % 1,5 olarak tespit edilmis iken daha agir formlarinda prevelans % 0,4
olarak bildirilmistir (11). Erkeklerde ise kadinlara oranla daha sik goériilmektedir (14).
X’e bagli mental retardasyon (MR) grubu hastaliklarin erkekleri daha ¢ok etkilemesi

bu oranin erkeklerde yiiksek olmasinin sebepleri arasinda sayilabilir (15).

2.3 Entelektiiel Yetersizlik Etiyolojisi
Entelektiie]l yetersizligin etiyolojisi incelendiginde farkli smiflamalar
yapilabilmektedir. Bunlardan ilki; entelektiiel yetersizligin altinda yatan nedenler ele
alindiginda, genetik ve genetik olmayan nedenler olarak ikiye ayrilmaktadir (Tablo 1).
Genetik nedenler entelektiiel yetersizligi olan olgularda yaklasik %40-50 oraninda

tespit edilmektedir (11).



Tablo1: Entelektiiel yetersizlik nedenleri

Genetik Nedenler Genetik Olmayan Nedenler

Kromozomal anomaliler Enfeksiyonlar

Tanimlanabilen dismorfik Toksik ajanlar

sendromlar

Bilinen monogenetik hastaliklar Perinatal donem komplikasyonlari

Mitokondriyal hastaliklar Cevresel etkenler (Travma v.s)
Kiiltiirel nedenler

*Tablo kaynak 11’den faydalanilarak hazirlanmistir.

Bir diger etiyolojik smniflama olusum donemi agisindan prenatal, perinatal ve

postnatal olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir (12).

» Prenatal sebepler arasinda; kromozomal nedenler, tek gen hastaliklari,
multifaktoriyel hastaliklar ile maternal enfeksiyonlar ve teratojenler yer
almaktadir.

* Perinatal grubu dogum sirasinda meydana gelen problemler ve prematiirite
olusturmaktadir.

» Postnatal nedenler arasinda; metabolik hastaliklar, toksik nedenler, santral sinir
sistemini etkileyen travmalar, enfeksiyonlar, epilepsi ve malniitrisyon yer

almaktadir.

Entelektiiel yetersizlige sebep olan bu ii¢ grup arasinda en ¢ok goriilen prenatal
donem hastaliklaridir. Prenatal donem hastaliklarinin biiyiik ¢ogunlugunu ise genetik
nedenler olusturmaktadir. Bu donemde goriilen bir diger etken basta TORCH grubu

hastaliklar olmak tizere enfeksiyonlardir. Enfeksiyonlarin disinda gesitli teratojenik



ajanlar ve radyasyon da entelektiiel yetersizlige sebep olan prenatal etkenler arasinda

yer almaktadir.

Tiim bu siniflamalar disinda, sebebi tespit edilememis olgular %30-50 kadar olup

idiopatik olarak nitelendirilmektedir.

2.4 Entelektiiel Yetersizlige Sebep Olan Genetik Nedenler.

Entelektiiel yetersizlige sebep olan genetik nedenler oldukg¢a genis olup, {i¢ ana

grupta toplanmaktadirlar.

» Kromozomal anomaliler: Sayisal ve yapisal olarak iki grupta incelenmektedir.
* Mendeliyen kalitim gdsteren hastaliklar
* Nonmendeliyen kalitim: Mitokondriyal kalitim, multifaktoriyel kalitim

2.4.1 Kromozomal Anomaliler

Entelektiiel yetersizlige neden olan kromozomal anomaliler sayisal ve yapisal
degisimler olarak iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Sayisal kromozomal anomaliler
arasinda en sik goriileni 21. kromozomun trizomisi olup rutin konvansiyonel
yontemler ile tespit edilebilmektedir. Yapisal kromozomal anomaliler daha az siklikla
goriilmekte olup 5. kromozomun delesyonu sonucu olusan Cri du Chat Sendromu ve
4. kromozomun delesyonu sonucu olugan Wolf-Hirschhorn Sendromu 6rnek olarak
verilebilir. Bunun yanisira 5 megabaz (Mb)’dan daha kiiglik yapisal kromozomal
degisimler de olup bunlarin tanis1 i¢cin FISH, MLPA (Multiplex Ligation Probe
Amplification) ve mikroarray gibi molekiiler sitogenetik yontemlerin kullanilmasi

gerekmektedir (11, 17).

2.4.1.1 Sayisal Kromozomal Anomaliler



Kromozomlar hiicrenin ¢ekirdeginde bulunan, kromatidlerin yogunlagmast ile
olusan genetik bilgiyi tasiyan materyallerdir (18). Saglikli bir insan hiicresinde toplam
46 (2n=diploid) kromozom bulunmakta olup bunlardan iki tanesini cinsiyet
kromozomlart olusturmaktadir. Kromozomlar, mitoz boliinme ile nesilden nesile
aktarilarak genetik bilginin devamliligi saglanmaktadir. Sayisal kromozomal
anomaliler iki ana gruba ayrilir; haploid saymin tam kat1 olan ve diploid sayiy1 asan
kromozom sayist poliploidi olarak adlandirilir. Tam kat1 sayida olmamasina ise

andploidi ad1 verilir.

= Poliploidiler (n sayisinin ikiden fazla katlarini igerir): Triploidi (3n=69) ve
tetraploidi (4n=92) yasamla bagdasmazlar. Olusum mekanizmalari1 goz 6niine
alindiginda, triploidi en sik tek ovumu iki spermin ddllemesi, tetraploidi ise
zigotun sitoplazma bolinmesini erken asamada tamamlayamamasindan
kaynaklanmaktadir (19).

* Anoploidiler (2n sayisindan daha fazla ya da eksik kromozom igerir): Trizomi,
bir kromozomdan ii¢ kopya bulunmasi, monozomi ise tek kopya bulunmasidir
ve mayoz bolinme sirasinda gerceklesen ayrilamama nedeni ile
olusmaktadirlar (19,20). Trizomik ve monozomik embriyolar, insanlardaki
tiim gebeliklerin yaklasik %10 kadarlik kismini olustururlar (21).

Monozomi X ve cinsiyet kromozomlarindaki sayisal artiglar ile 13, 18 ve 21.
kromozomlarin trizomisi hayatla bagdasan anoploidilerdir (19).

2.4.1.2 Yapisal Kromozomal Anomaliler

Yapisal kromozomal anomaliler, sayisal degisimlere gore daha az siklikta
goriilmektedirler. Andploidiler kromozom segregasyonundaki hatalar sonucu
meydana gelirken, yapisal kromozomal degisimler DNA kirik tamiri, rekombinasyon

ve crossing over sirasinda olusabilmektedir. Kendiliginden olusabilecegi gibi,

7



radyasyon, viral enfeksiyonlar ve bazi kimyasal ajanlar bu duruma sebep olmaktadir
(18, 22). Kromozomal degisim sonucu, herhangi bir gen kayb1 ya da fonksiyonel bir

degisim yoksa dengeli, aksi durumda dengesiz olarak adlandirilirlar.

Yapisal kromozomal anamaliler arasinda; delesyon ve duplikasyonlar,
translokasyonlar, inversiyonlar, insersiyonlar, izokromozom, ring koromozomlar ve

marker kromozomlar yer almaktadir (18).

= Delesyon ve duplikasyonlar: Kromozomal materyalde kayip olmas1 delesyon,
kazang¢ durumu ise duplikasyon olarak adlandirilir. Kazanilan ya da kaybedilen
kromozomal bdlgenin biiylikliigiine bagli olarak hastalarda goriilen klinik
durum degisim gostermektedir. Genellikle; klinikte entelektiiel yetersizlik,
dismorfik bulgular ve i¢ organ anomalilerinin degisik kombinasyonlari
goriilebilmektedir.

» Translokasyonlar: Dengeli ya da dengesiz yeniden diizenlenimler
olabilmektedir.

v' Resiprokal translokasyonlarda, homolog olmayan iki kromozom
arasinda karsilikli parca degisimi olarak tanimlanir. Bu degisim
sirasinda genetik materyal kayb1 yoksa dengeli, kirik bolgelerinde gen
kaybr oldugunda ise dengesiz kromozomal degisim olarak
degerlendirilir. Dengesiz yeniden diizenlenimlerde klinige yansiyan
anomaliler goriilebilmektedir.

v Robertsonian translokasyon akrosentrik kromozomlar arasinda
meydana gelir, toplam kromozom sayis1 45’tir.

= Insersiyonlar: iki kirik sonucu olusan interstisyel kromozomal parca, baska bir

kirigin bulundugu kromozoma yapigsmaktadir.



= Inversiyonlar: Iki kirik bolgesi arasindaki kromozomal parcanim ters dénerek
tekrar yapigsmasidir. Sentromeri igerenler parasentrik, sentomeri igermeyenler
ise perisentrik olarak tanimlanir.

» Ring kromozom: Herhangi bir kromozomun iki kirik ucundan birleserek halka
formasyonu olusturmasidir. Genellikle mozaiktirler.

» Marker kromozomlar: Herhangi bir kromozoma benzemeyen, normal karyotip
yapisna ek olarak bulunan kromozomal yapilardir. Igerdikleri genomik
materyale gore klinik bulgu verirler. Ring kromozomlar gibi genelde mozaik
olarak gortiliirler.

2.4.1.2.1 Subtelomerik Yeniden Diizenlenimler

Telomer bolgeleri timin ve guanin (TG) niikleotidlerini igeren tekrar
bolgelerinden olusmaktadir. Bu tekrar bolgelerinin bir¢ok kromozomda ortak olmasi
nedeniyle, mayoz boliinme sirasinda yanlis eslesmeler olabilmekte ve kromozomal
anomaliler ortaya c¢ikmaktadir (23). Aktif olan genler acisindan zengin olan
subtelomerik bolgelerdeki kromozomal anomaliler klinige belirgin bir bigimde

yansimaktadir (24).

Idiyopatik entelektiiel yetersizlige sahip olgularin yaklasik % 4-5’lik kisminda
etyolojiden sorumlu olan subtelomerik bolgelerdeki kromozomal degisimlerdir (25).
Bu degisimler siklikla delesyon olarak goriilmekle birlikte, duplikasyon ya da
translokasyonlar seklinde de olabilir (17). Ilk olarak yaklasik 40 yil nce farkedilerek
cesitli genetik sendromlardan sorumlu olabilecegi tespit edilmistir (26).
Konvansiyonel sitogenetik yontemler ile herhangi bir anomali tespit edilemeyen
olgularda subtelomerik FISH yontemi ile bu bdlgeler arastirtlmalidir. Siklikla

kullanilan bu ydntemin yanisira MLPA, CGH, real time PCR (Polimreraz zincir



reaksiyonu), spektral karyotipleme (SKY) gibi yontemler de daha az siklikta

kullanilabilmektedir (23).

2.4.1.2.2 Mikrodelesyon Sendromlari

Konvansiyonel sitogenetik yontemlerle tespit edilemeyen, yakinindaki genleri
de igeren delesyonlar oldugu icin ‘ardisik gen delesyon sendromu’ (contiguous gene

deletion) olarak da adlandirilan sendromlardir (18).

Klinik olarak entelektiiel yetersizlige sebep olabildikleri gibi, kaybedilen
bolgedeki genlere bagli olarak sendromlara 6zgi tipik yiiz bulgulari, i¢c organ
anomalileri, iskelet sistemi defektleri de goriilebilmektedir. Hasta bireyler klinik
bulgulart ile degerlendirildiginde s6z konusu sendromlardan siipheleniliyor ise ilgili
lokusa 6zgii problar kullanilarak FISH yontemi ile delesyon bdolgesi tespit edilebilir.
Bununla birlikte array CGH yonteminin kullanilmaya baglamasi ile bilinmeyen ve ¢ok
kiicik boyutlardaki mikrodelesyonlarin da tespiti saglanmis ve genotip-fenotip

korelasyonu ¢aligsmalarinda 6nemli gelismeler elde edilmistir (12).

Entelektiiel yetersizlik ile ilgili olan bazi mikrodelesyon sendromlar1 Tablo

2’de gosterilmektedir.
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Tablo 2: Entelektiiel yetersizlik ile iliskilendirilmis mikrodelesyon/duplikasyon

sendromlari

Sendrom Lokasyonu | Tipi Boyutu
(Kb)

Williams Sendromu 7q11.23 Delesyon 2000

Cri du Chat Sendromu S5pl5 Delesyon 1200

Wolf Hirschorn Sendromu | 4p16.3 Delesyon 3500

Prader-Willi/Angelman 15q11-q13 | Delesyon 4000

Sendromlari

Smith Magenis Sendromu 17p11.2 Delesyon/duplikasyon | 5000

DiGeorge/Velokardiyofasyal | 22q11.2 Delesyon 3000

Sendrom

Tablo 2 kaynak 12, 18 ve 27°dan faydalanilarak hazirlanmistir.

2.4.2 Mendeliyen Kahtilan Tek Gen Hastaliklari.

Entelektiiel yetersizligin eslik ettigi etyolojisinden tek bir genin sorumlu
oldugu mendeliyen hastaliklar; otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagli resesif
ve X’e bagli dominant olmak iizere farkli sekillerde kalitilmaktadir. Bunlar arasinda
X’e baglh kalitilan mental retardasyon (XL-MR) hastaliklar1 6nemli bir yer teskil
etmekte ve 1/600-1000 erkek oraninda goriilmektedir (28). Erkekler tek bir kopya X
kromozomu bulundurduklarindan X’e bagli kalitilan hastaliklardan daha fazla
etkilenmektedirler. Ancak, dengesiz X inaktivasyonu (skewed) goriilen kiz bireylerde
de XL-MR goriilebilmektedir (29). X kromozomu {izerinde bulunan genlerin yaklasik
%11 kadar1 entelektiiel yetersizlik etyolojisinde rol oynamaktadir. Yapilan
calismalarda XLMR ile iligkilendirilmis olan 90’dan fazla gen tanimlanmistir. Bu

genlerden en cok bilinenleri; FMR (fragile X mental retardation), MECP2 (methyl
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CpG-binding protein 2) ve ARX (aristaless-related homeobox, X-linked) ilk olarak

1990’11 yillarda tanimlanmislardir (28).

2.4.3 Non-Mendeliyen Kalitim Gosteren Hastaliklar

2.4.3.1 Uniparental Dizomi (UPD)

Herhangi bir kromozom i¢in UPD insidansi 3.500 canli dogumda 1 oraninda
gorilmektedir. Olus mekanizmasi incelendiginde, mayoz boliinme sirasinda ya da
erken embriyonik donemde boliinme hatas1 sonucu olugsmus trizomiden kagis ya da
monozominin tamamlanmast sonucu olusmaktadir. Giiniimiizde SNP arrayler
tarafindan UPD daha kolay tespit edilebilmektedir. Entelektiiel yetersizligi olan
olgularin etyolojilerinin belirlenmesi amaci1 ile yapilan tim genom UPD
taramalarindan ¢ikan sonuca gore bu gruptaki hastalarda UPD (izodizomi yada
heterodizomi) ¢ok nadir olarak goriilmektedir. Bilinen herhangi bir ylizde oram
bulunmamakla birlikte Schroeder ve arkadaglarinin 322 entelektiiel yetersizligi

bulunan olguda yaptig1 taramada hig bir hastada UPD tespit edilememistir (30, 31).

2.4.3.2 Mitokondriyal Kahitim Gosteren Hastahiklar

MtDNA ile ilgili mutasyon ilk olarak 1988 tarithinde tanimlanmis olup,
glinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda 250°den fazla patojenik mutasyon bildirilmistir
(32). Mitokondriyal kalitilan hastaliklar heterojen bir grup olup, klinik variabilite ve
degisken penetrans gostermektedir. Bu hastaliklarda en sik goriilen bulgular arasinda;
entelektiiel yetersizlik, epilepsi, gérme problemleri ve noéromuskiiler sistem
bozukluklar1 bulunmaktadir. Entelektiiel yetersizlik goriilen mitokondriyal hastaliklar

arasinda; Leigh’s Sendromu ve Kearns-Sayre Sendromu sayilabilir (33).
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2.4.3.3 Multifaktoriyel Kalitim

Bazi ozellikler ya da hastaliklarin etyolojilerinde, genetik nedenlerin yanisira
cevresel nedenler de rol oynamaktadir ve bu durum multifaktoriyel kalitim olarak
adlandirilmaktadir. Zeka da bu sekilde kalitilan 6zelliklerden birisidir. Multifaktoriyel
olarak kalitilan otizm spektrumu hastaliklarinin yaklasik %75 kadarinda entelektiiel

yetersizligin eslik ettigi bilinmektedir (18, 34).

2.4.4 Epigenetik Mekanizmalar ve Entelektiiel Yetersizlik

Bir organizmanin genotipinde herhangi bir degisiklik meydana getirmeden
genin ifadelenmesini diizenleyen ve fenotipi etkileyen faktorler epigenetik degisimler
olarak adlandirilir. Entelektiiel yetersizlik olusumunda bu mekanizmalarin da rolii
vardir. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi mekanizmalar ile genlerin
ifadelenmesi bozulmaktadir. Tanimlanmis olan 20°den fazla entelektiiel yetersizlik ile
iligkilendirilmis epigenetik regiilasyona ugrayan gen bulunmaktadir (35, 36) (Tablo

3).
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Tablo 3: Epigenetik regiilasyona ugrayan genler ve olusan hastaliklar

Gen Lokus Hastahk
ATRX Xql3 Alfa Talasemi Mental Retardasyon
Sendromu
CHD7 8ql2 CHARGE
CREBBP | 16pl3 Rubinstein-Taybi Sendromu
EP300 22q13 Rubinstein-Taybi Sendromu
ERCC6 10q11.23 | COFS
NSDI 5q35 Sotos Sendromu
Weaver Sendromu
BCOR Xpll.4 | OFCD
CDKL5 Xp22 X’e bagl infantil Spazm Sendromu
MECP2 Xq28 RETT Sendromu
Angelman Sendromu
Nonsendromik XLMR
Medl?2 Xql3 FG/Opitz-Kaveggia Sendromu
PHF6 Xq26 Borjeson-Forssmann-Lehman Sendromu
RPS6KA3 | Xp22 Coffin-Lowry Sendromu
ZNF41 Xpl11l.3 | Nonsendromik XLMR
ZNF81 Xq21 Nonsendromik XLMR

Tablo 3 kaynak 37’dan yararlanilarak hazirlanmistir.

2.4.5 Entelektiiel Yetersizlik ve Genetik Varyasyonlar

Genomda insanlar arasi farkliliklardan sorumlu degisikliklerin en sik goriileni
tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)’dir. Tek bir baz degisimi ile olusan SNP’lerin
mutasyondan farki; ilgili genin kodlamis oldugu proteinin fonksiyonunu degistirmiyor
olmasidir. Genomda en sik goriilen varyasyon tipi olan SNP’lerin sayisi, HapMap

(Haplotip haritalama) projesinde yaklasik 38 milyon olarak bildirilmistir (37).
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Diger bir varyasyon tipi ise ‘degisken sayida sirali tekrar polimorfizmleri (VNTR-
variable number of tandem repeat)’dir. VNTR’ler degisen biiyiikliiklerde delesyon,
duplikasyon ya da insersiyonlardan olusabilmektedir. En sik tekrarlayan dizi
bolgelerinde meydana gelirler ve bu tekrar bolgesinin boyutuna goére siniflandirilirlar

(38);

» Minisatellit tekrarlar: 10-100 baz cifti arasinda degisir.
» Mikrosatellit tekrarlar (STR- simple tandem repeat): 2-6 bg igerikli tekrar

tinitelerinden olusurlar.

Bir diger varyasyon tipi, ‘kopya sayis1 degisikligi’ (CNV- copy number
variation)’dir. CNV’ler biiytik delesyon, duplikasyon ya da insersiyonlari igerebilirler;
1-50 be biiyiikliigiindeki delesyon ve insersiyonlardan, 1 Mb’den biiyiik kromozomal
degisimlere kadar farkli boyutlarda olabilmektedirler. Genetik varyasyonlarin
boyutlarina gore kategorilenmesi Sekil 1°de sematize edilmistir. Toplumda % 1’den
fazla siklikta goriilen CNV’ler, kopya sayisi polimorfizmi (CNP- copy number
polymorphism) olarak isimlendirilirler. Genoma genis bir sekilde dagilmis olan
CNV’ler, populasyonlardaki farkliliklardan ve bazi hastaliklardan sorumludurlar.
Array CGH, SNP array ve tiim genom dizileme gibi tekniklerin gelismesi ve
kullanilmaya baglanmasi ile varyantlarin kesfi miimkiin olmustur. Bu teknolojiler
sayesinde sebebi bilinemeyen entellektiiel yetersizlik ve kanser gibi hastaliklarin

olusumundaki rolleri ile ilgili yeni bilgilerin elde edilmesi saglanmistir (39, 40).
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SNP

Kopya sayis1 degisikligi

SIKLIK

Trizomi, monozomi

lbp  1kb IMb  1chy

Degisiklik Boyutu

Sekil 1: Genetik varyasyonlarin boyutlarina gore kategorilenmesi. Sekil kaynak

39’ten faydalanilarak hazirlanmistir.

CNV’ler fonksiyonel bir gen igererek fenotipi etkilemelerine gore benign ve
patojenik olarak siniflandirilirlar. Fenotipik degisiklik olusturmasina ragmen herhangi
bir hastaliga yol agmuiyor ise yine benign olarak adlandirilirlar. Hastaliklara yatkinlik
olusturan ya da hastaliklarla direk iliskisi bulunan CNV’ler ise patojeniktirler.
Biiytikligii 500 kb tizerinde olan, de novo olarak goriilen ve toplumda daha az siklikta
bulunan CNV’ler genellikle patojenik olarak kabul edilirler (39). Heather ve
arkadaglar1 tarafindan yaklasik bin entellektiiel yetersizlikli bireyde yapilan ¢alismada

elde edilen CNV’ler Tablo 4’te 6zetlenmistir.
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Tablo 4: Entellektiiel yetersizlik bulunan 1010 kisilik bir seride tespit edilen CNV

bolgeleri

Patojenik Muhtemel Onemi Polimorfik
patojenik bilinmeyen

1g21.1 15q11.2 delesyonu | 7ql1 delesyonu | NPHPI delesyon ve

duplikasyonu duplikasyonu

15q11 delesyonu | 16p13 10q11 delesyonu | 1g21.1 (TAR)

bolgesi duplikasyonu

duplikasyonu

15q24 delesyonu | 17q12 15q11.2 22q11.22-q11.23

duplikasyonu delesyonu

duplikasyonu

16p11.2 delesyon | 22ql1 distal bolge | 11q13

ve duplikasyonu | duplikasyonu duplikasyonu
16pl12.2-p11.2 VCES distal bolge
delesyonu delesyonu

16p13 delesyonu

17pl1.2

delesyonu

17p12  delesyon
ve duplikasyonu

17q12 delesyonu

22ql1.21
delesyonu
(VCFS)ve
duplikasyonu
Tablo 4 kaynak 40’tan faydalanilarak hazirlanmistir.

2.5 Entelektiiel Yetersizlik Etyolojisinin Arastirilmasinda Kullamlan
Genetik Tam Yontemleri

Kromozom analizi, entelektiiel yetersizlik, dismorfik bulgular ve konjenital
anomaliler nedeniyle bagvuran hastalarda yapilmasi gereken ilk genetik tani
yontemidir. Konvansiyonel karyotip analizi ile 5-10 milyon baz ¢oziiniirligiinde

kromozomal degisiklikler saptanabilmekte ve nedeni belirlenemeyen entelektiiel
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yetersizlik bulunan hastalara yaklasik %5 oraninda tanit konulabilmektedir (41).
Periferik kandan yapilan lenfosit kiiltiiriinden elde edilen kromozomlarin Giemsa-
bantlama yontemiyle boyanarak 151k mikroskopunda 400-550 bant seviyesinde analizi
yapilabilmektedir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii bantlama (HRB-High Resolution Banding)

ile ise kromozomlar 550 ve {izeri bant seviyesinde analiz edilebilmektedir (42).

Entelektiiel yetersizlik tanisinda kullanilan molekiiler sitogenetik yontemler;
lokus spesifik FISH, MLPA, MAPH (Multiplex amplifiable probe hybridization) ve
CGH’dir (25). (Tablo 5). Bunlar arasinda, ¢oziiniirliigii en yiiksek yontem olan
mikroarray teknolojisi ile 500 kb’in altindaki kromozomal degisimler
saptanabilmektedir. Yontem, nedeni agiklanamamis entelektiiel yetersizligi bulunan
hastalarda, etyolojinin aydinlatilmasinda, yeni genlerin kesfinde, bilinmeyen delesyon

ve duplikasyon sendromlarinin tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (43, 44).
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Tablo 5: Kromozomal yeniden diizenlenimlerin tanimlanmasinda kullanilan

yontemler, platformlar ve karsilagtirmali 6zellikleri

Teknik Coziiniirliik | Tespit Kisitlamalar
edilebilenler
G-bantlama Kromozom | Translokasyon, | Boliinen hiicrelerin  gerekli
band1 duplikasyon, olmasi
del
elesyon Diisiik diizeyde ¢oziiniirliik
FISH 10 kb Translokasyon, | Bilinen kromozomal
duplikasyon, degisimlerin tespit edilebilmesi
delesyon
Multicolor 10 Mb Translokasyon, | Boliinen hiicrelerin  gerekli
FISH (SKY, duplikasyon, olmast
M-FISH del
) Y e Diistik diizeyde ¢oziiniirliik
CGH 2 Mb Segmental Diistik diizeyde ¢oziintirlitk
kazanimlar ve
kayiplar
BAC aCGH 0.1-1 Mb Segmental Orta diizeyde ¢oziiniirliik
kazanimlar ve
kayiplar
SNP <30 Kb Segmental Dengeli translokasyonlar,
oligoniikleotid kazanimlar ve | inversiyonlar
mikroarray kayiplar, alelik
dengesizlik

Tablo 5 kaynak 45°den faydalanilarak hazirlanmistir.

2.5.1 Subtelomerik FISH

Subtelomerik kromozomal degisimler, sebebi belirlenemeyen MR’li hastalarda
yaklasik % 6 oraninda bulunmaktadir (46). Ilk olarak 1980°li yillarda gelistirilmis olan
FISH yontemi subtelomerik yeniden diizenlenimlerin goriintiilenmesinde basariyla
kullanilan ve en sik tercih edilen yontem olmustur (2). Ardindan MLPA gelmektedir.

Tespit edilen degisimler arasinda en ¢ok goriilen delesyonlardir (17). Sadece bilinen
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kromozomal degisimlerin tespit edilebiliyor olmas1 FISH yonteminin kisitlamasini

olusturmaktadir (45).

2.5.2 MLPA

MLPA yontemi delesyon ve amplifikasyonlar1 gosterebilmekte oldukga
basaril1 olmasi nedeni ile sebebi bilinmeyen entelektiiel yetersizlikli olgularda, altta
yatan kromozomal degisikliklerin tespitinde kullanilabilmektedir. FISH ile
karsilastirildiginda, ¢cok daha kisa diziler hedeflendiginden daha kiiciik boyutlu kopya
sayis1 degisiklikleri tespit edilebilmektedir. Tiim genomu hedefleyen taramalar icin ise
uygun bir yontem degildir. Bu noktada mikroarray teknolojilerinin {istiinliigii devreye

girmektedir (47).

2.5.3 Karsilastirmalh Genom Hibridizasyonu (CGH) ve
Mikroarray Teknolojisi’nin Entelektiiel Yetersizligi Bulunan
Hastalarda Kullanilmasi

Karsilagtirmali genom hibridizasyonu (Comperative Genomic Hybridization,
CGH) delesyon ve duplikasyonlarin tespitinde kullanilan, ana ¢alisma prensibi olarak
FISH yontemine benzeyen molekiiler sitogenetik bir yontemdir. Hasta ve referans
DNA Ornekleri farkli floresan boyalar ile boyanip ve ardindan metafaz
kromozomlarina hybridize edilmektedir. Bdylece iki Ornegin karsilastiriimasini
saglamaktadir. Kopya sayis1 degisimini saptamada ¢oziiniirliigii 5-10 Mb kadardir.
Ayrica  tiimdr  dokularindaki  kromozomal  degisimlerin  saptanmasinda

kullanilabilmektedir (43, 48).

CGH tekniginin ¢dziiniirliigiiniin yeterli olmamasi sebebi ile, 1997 yilinda yapilan
caligmalar ile CGH ve microarray teknolojisi biraraya getirilmis ve array-CGH

yontemi ortaya ¢ikmistir (49).
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Mikroarray teknolojisi, DNA parcaciklarindan olusan solid bir ylizey iizerine,
hasta DNA’simin hybridize edilmesi ilkesine dayanmaktadir. Tiim genomda yiiksek
¢oziiniirliikte kopya sayis1 degisimlerini saptayabilen array tabanli sistemler klinikte

bir ¢ok hastaligin etyolojisinin belirlenmesinde fayda saglamaktadirlar.
Kullanildig alanlar (50, 51);

= Hastaliklara sebep olan ya da yatkinlik olusturan SNP ve CNV’lerin tespitinde
=  Mikrodelesyon sendromlarinda

» Telomer bolgelerindeki kromozomal degisimlerin saptanmasinda

» Losemi, lenfoma ve solid tiimorlerdeki genetik etyolojilerin arastirilmasinda

* Gen ekspresyon diizeylerinin 6l¢limiinde

* Yeni genlerin kesfinde, biiyiik imkan saglamaktadir.
Iki farkli array teknolojisi bulunmaktadir;

Matriks lizerinde bulunan DNA parcaciklarini, ‘Bakteriyel yapay
kromozomlar1® (Bacterial Artificial Chromosomes, BAC) olusturuyor ise BAC array
adint almaktadir. Coziintirliigii 50-100 kb ile sinirlidir. Array-CGH ile yapilan ilk
caligmalarda BAC klonlar1 kullanilmis olup gilinlimiizde daha ¢ok sentezlenmis
oligontikleotid problar kullanilmaktadir (43). Bir CNV’nin tespiti i¢in en az 3 ila 10
ardisik probdan sinyal alinmasi gerekmektedir (52). Kopya sayisi degisimlerinin
tespiti, hasta DNA’s1 ve kontrol DNA arasindaki hibridizasyon patern yogunluk farki

sayesinde miimkiin olmaktadir (53).

SNP arrayler ise, hasta ve referans DNA Ornegi arasinda bir karsilastirma
imkan1 sunmazlar ve hibridizasyon tek bir drnek ile yapilir. Analizi yapilan 6rnekten
aliman hibridizasyon sinyallerinin yogunluklari, referans hibridizasyon sinyal

yogunluklari ile karsilastirilir. SNP arrayler tek bir niikleotidde olusan degisimleri
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tespit edebilecek problar ile dizayn edilmeleri nedeni ile daha avantajlidirlar. Array-
CGH platformlarindan ayrilan bir diger 6zelligi ise uniparental dizomiyi tespit
edebiliyor olmasidir. Glinlimiizde kullanilan SNP platformlari, tek niikleotid

degisimlerinin yanisira, kopya sayisi degisikliklerini de belirleyebilmektedir (54).

Array platformlart ¢oziiniirliklerine ve kullanilan problara gore de
adlandirilabilirler. Problarin sayis1 ne kadar fazla ise ¢oziintirlik de ayni oranda
artmakta, ¢oziiniirlik arttik¢a da tanimlanabilen CNV’ler artmaktadir. Hastanin klinigi
acisindan dnemli olan genomik bdlgelere 6zgii dizayn edilen arraylerde ise ilgili bolge

acisindan ¢oziiniirlilk daha da artirilabilmektedir.

Hem array CGH, hem de SNP genotipleme platformlari, gelisme geriligi ve
entelektiiel yetersizlik, ¢oklu konjenital anomaliler, ndropsikiatrik bozukluklara sahip
hasta gruplariin degerlendirilmesinde rutin olarak yararlanilan teknolojilerdir (54).
Molekiiler karyotipleme ile nedeni belirlenemeyen entelektiiel yetersizligi bulunan
olgularin, dengeli kromozomal degisimler sonucu olusan % 0.6’lik kisminda etyoloji
tespit edilememektedir (55). Ayrica diisiik seviyeli mozaisizmler de mikroarray
platformlar1 tarafindan belirlenememektedir (53). Bu tiir dezavantajlara ragmen bir
cok calismada nedeni belirlenemeyen entelektiiel yetersizlik ve konjenital anomalisi
bulunan olgularda mikroarray teknolojisi ilk sirada uygulanabilecek olan test olarak

gosterilmektedir (55, 56, 57).

Yanlis pozitif sonucglar1 eleyebilmek agisindan elde edilen sonuglar hasta
klinigi ile birlikte degerlendirilerek, FISH ya da MLPA gibi ek bir yontem ile
dogrulama yapilmasi Onerilmektedir (50). Gelismis labaratuvarlar, yanlis pozitif
olarak tespit edilen CNV’lerin kayitlarim1 tutarak kendi veritabanlarim

olusturmaktadirlar.
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Saglikli bireylerde de tespit edilen ve benign olarak adlandirilan CNV’ler

genomik varyasyon veri tabanlarindan (DECIPHER, Ensemble, Database of Genomic

Variants ve ECARUCA) arastirilmalidir. Bilinen bir sendrom ile iliskili olan, aktif bir

gen igeren, de novo olarak goriilen CNV’ler patojenik olarak degerlendirilmektedir

(52). De novo olup olmadigini belirlemek i¢in anne ve babaya ayni analizin yapilmasi

onerilmektedir (58). Kopya sayis1 degisikligi tespit edildiginde izlenmesi gereken

degerlendirme asmalar1 Sekil 2°de sematize edilmistir.

CNV

Veri tabanlarindaki normal kontrollerde bulunuyor mu?

Veri tabanlarinda sik goriillen CNV’ler arasinda mi1?

EVET

HAYIR

[ ID ile iligkili olmayan CNV ] [Az goriilen CNV ]

EVET

De novo?

EVET

EVET [

HAYIR

| BILINMEYEN |

Iyi bilinen bir ID sendromu? ] [ Biiyiik ihtimalle iligkili degil ]

HAYIR

[ Klinik olarak tespit edilen yeni bir sendrom? ]

N

HAYIR

[ ID ile iligkili CNV ] [ Klinik 6nemi bilinmeyen CNV ]
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Sekil 2: Entelektiiel yetersizligi (ID) bulunan hastalarda tespit edilen CNV’lerin

degerlendirilmesi

Sekil kaynak 58°de ¢eviri yapilarak hazirlanmistir.

3. GEREC VE YONTEM

Arastirmaya 2013-2014 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine basvuran nedeni bilinmeyen
entelektiiel yetersizlik ve/veya konjenital anomali ve/veya dismorfik yiiz goriinimi
bulunan 30 hasta dahil edilmistir. Hastalardan 8 tanesinde yapilan analizler sonucu
klinigi aciklayan ya da hasta bulgular ile iliskili olabilecek kromozomal degisimler
saptanmigtir. Bu olgulardan 5 tanesinde kesin molekiiler sonug elde edilmis, 3 hastada
da klinik ile iligkili olabilecek kopya sayisi degisikligi tespit edilmistir. Olgular
kisminda (3.1) bu 8 hastanin klinik 6zellikleri ve bulgular1 tablo halinde (Tablo 6)

anlatilmistir.

Calisma grubuna dahil edilen hastalar; nedeni bilinmeyen entelektiiel
yetersizlik ve Ogrenme giicliigli olan, dismorfik bulgular1 ve/veya konjenital
anomalileri bulunan, spesifik bir sendrom ile klinik olarak iligkilendirilememis,

kromozom analizi normal bulunmus hasta grubundan se¢ilmislerdir.
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3.1 OLGULAR

Tablo 6: Mikroarray analizlerinde kopya sayisi degisikligi tespit edilen 8 olgunun klinik bulgular

Yiirtime 1,5 yas

Konusma 5 yas

oturma 1,5 yag
Yirtime 2,5 yas

Halen sadece
anne ve baba

Yiirtime 1,5 yas

Konusma 1,5
yas

2,5 yas
Yiriime 5 yas

Konusma halen
yok

oturma 1,5 yas

Yiiriime 2,5
yas

Olgu 1 Olgu 2 Olgu3 Olgu 4 Olgu 5 Olgu 6 Olgu 7 Olgu 8
8 aylik kiz olgu 5 giinliik erkek | 9,5 yasinda 18 yasinda 5 yasinda kiz 11 yasinda kiz | 3,5 yasinda kiz | 1,5 yasinda kiz
olgu erkek olgu erkek olgu olgu olgu olgu olgu
Perinatal Oykii | Normal dogum Diisiik dogum Normal dogum | Normal dogum | Diisiik dogum Haftasina gore Normal dogum | Diisiik dogum
agirhig agirhigi (<3p) agirligy agirhig agirhigi (<3p) normal dogum agirligy agirligy
agirhig
Hipotoni Polihidramniyoz | Postnatal Akciger Dogum: 33. Hipotoni Erken dogum
donemde sarilik | yetmezligi ve haftada C/S Plasenta previa nedeniyle 8
beslenme nedeniyle 34. giin kuvoz
giicliigii IUGR Haftada dogum bakimi
nedeniyle 3 ay | nedeniyle 3 ay
hastanede yatis | kuvdz bakimi
oykiisii
Gelisim Basin1 tutabiliyor - Basim Basmi Bagim Bagsini tutabilme 1 | Bagim Basim
Basamaklari tutabilme ve tutabilme ? tutabilme ve yas tutabilme ? tutabilme ?
Heniiz desteksiz desteksiz desteksiz
oturamiyor oturma ? Desteksiz oturma? Desteksiz oturma Desteksiz Destekli

oturma 1,5 yas
Yiiriime yok

Halen sadece
anne ve baba
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kelimelerini Konusma halen | kelimelerini
sOyleyebiliyor yok sOyleyebiliyor
11 yildir 6zel
egitim aliyor
Ozgecmis - Duodenal atrezi | - Skolyoz 3,5 yasindan 5. ayda PDA Epilepsi ve Tekrarlayan
nedeniyle nedeniyle iki itibaren nedeniyle opere ragitizm kusma ve ishal
yenidogan kez opere tekrarlayan edilmis nedeniyle nedeniyle
yogun bakim kusma ataklar1 takipli pediatri
{initesinde takip VUR nedeniyle servisinde
takipli takip edilmistir
Epileptik nobetler
nedeniyle ilag
tedavisi aliyor
Soygecmis Akrabalik yok Akrabalik yok Akrabalik yok Akrabalik var Anne baba Anne baba Akrabalik yok | Akrabalik yok
(Derecesi aile 1.derece kuzen | 1.derece kuzen
G1P1Y1A0 G1P1Y1A0 G1P1Y1A0 tarafindan G1P1Y1AO0 G2P1Y1Al
tanlmlanamadl) G2P2Y2AO0 G3P3Y3A0
G1: Abortus
G7P3Y1 A3 G1: Hastamiz G1 ve G3: Saglikli
D\C1 erkek G2: Hastamiz

G1: Kiz, makat
gelis nedeniyle
dogumda ex

G2,G3 ve G6 :
2 aylik abortus

G4: Hastamiz

G5: USG
anomalisi

G2: Saglikli
erkek kardes

G2: Hastamiz
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nedeniyle
terminasyon

G7:Kiz, 4 aylik
ex, dismorfik
goriniim,
artroglipozis
multipleks 6n
tanisi

Fizik Muayene | V.A:7250 gr (75- V.A:2500 gr V.A:30kg (25- | V.A: 70 (25- V.A:12,5kg V.A:32kg (10-25 | V.A: 16 kg V.A: 4500 gr
90p) (<3p) 50p) 50p) (<3p) p) (50-75p) (<3p)
Boy:68 cm (50p) Boyu:48 cm (3- | Boyu:133 cm Boy: 155 cm Boy: 93 cm Boy:125 cm (<3 p) | Boyu: 98 cm Boyu 64 cm
, 10p) (10-25p) (<3p) (<3p) (25-50 p) (<3p)
Bas ¢evresi:41 cm Bas ¢evresi 49 cm
3p) Bas ¢evresi:33 Bas Bas cevresi: 54 | Bas gevresi: (<3p) Bas ¢evresi: 53 | Bas ¢evresi 39
cm (3-10p) gevresi:53,5 cm | ecm (10-25p) 44,5 cm (3p) cm (97p) cm (<3p)
(+2SD)
Dismorfik Rolatif mikrosefali | Seyrek saglar ve | Sosyal iletisim | Brakisefali Ark seklinde Aln sag ¢izgisi Ince ve seyrek | Genis ve
Muayene kaslar kisitht kaglar geriden yerlesimli | saglar belirgin frontal
Upsweep Belirgin bolge
. Kisa palpebral Tekrarlayan supraorbital Yiiksek burun Upslant palpebral Derin
Odemat6z goz fissiirler davramglar ridge kokii fissiirler yerlesimli Ark seklinde
kapaklart gozler kaglar
Epikantus Hiperaktivite Kisa palpebral | Belirgin Derin yerlesimli
Anteverte nares ; aralik columella gozler Basik burun Hipertelorizm
Genis ve yiiksek | Uggen yiiz kokii
Biiyiik kulaklar burun képriisii | goriiniimii Yiiksek burun | Ince iist dudak | Strabismus Yiiksek burun
kopriisi, Orta yliz kdokii ve genis
Uzun filtrum Genis alin belirgin Ciiriimis digler | Kulak memeleri hipoplazisi burun kopriisii
columella uplift

Retrognati

Kisa filtrum
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Yiksek damak | Lateralde Kisa filtrum Displastik Ayak bas Diizensiz disler
seyrek kaslar kulaklar parmaklarinda
El bas Buyuk ve a(;lk geklg parmak KUQU.k ve
parmaginin Diizensiz digler | goriinimli agiz deformitesi dismorfik
uzun ve geriden kulaklar
yerlesim]i Kug:uk, seyrek
olmasi ve diizensiz
disler
Sag elde tek
transvers ¢izgi Gevsek cilt
yapist
Bilateral
klinodaktili Diisiik ense sa¢
cizgisi
Hipospadiyas ve
skrotal Diisiik ve
hipoplazi asimetrik
omuzlar
Dirseklerde
kontraktiir
El
parmaklarinda
kontraktiirler,
brakidaktili ve
kamptodaktili
Laboratuvar Karyotip analizi: Karyotip Karyotip Karyotip Karyotip Karyotip analizi: Karyotip Karyotip
ve 46,XX analizi: 46,XY analizi: 46,XY analizi: 46,XY analizi: 46,XX | 46,XX analizi: 46,XX | analizi: 46,XX
Goriintiileme (Diisiik
Bulgular EKO: Minimal EKO: VSD FMRI Subtelomerik EEG: Hizli ¢Oziiniirlitkte
trikiispit mutasyon FISH analizi: dalga yavas kromozom
yetmezligi, Renal USG: Sol | analizi: Normal Normal (D1s diken paterni analizi
pulmoner stenoz bobrek agenezik | (Dis merkez) merkez) yapilmistir)
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Kraniyal MRI: Kraniyal MRI: Kraniyal MRI: Servikal ve lumbar | Kraniyal MRI: | EKO: ASD ve
Hipomyelinizasyon | Korpus Kortikal atrofi MRI: Sringomiyeli | Normal PDA
kallozum ince goriiniimil ve
bir bant seklinde korpus kallozum
izlenmigtir myelinizasyonunda
gecikme
EEG: Bifrontal
keskin dalga
Array-CGH 2q37.3 delesyonu 2p24.3-p23.3 13q14.3-q21.1 | 7q11.23 14ql11.2 1p36.33-p36.31 Xpll.4 12q24.11-
Sonucu delesyonu amplifikasyonu | delesyonu delesyonu delesyonu amplifikasyonu | q24.33
amplifikasyonu
10q26.3
delesyonu

V.A: Viicut agirlig1.
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3.2 YONTEM

DNA’lar Array CGH 8x60K ISCA yontemi ile analiz edilmistir. Protokol asagida

listelenmis 10 ana asamadan olusur:

A. DNA Eldesi

B. Restriksiyon Enzim Kesimi

C. Ligasyon

D. PCR

E. PCR Piirifikasyon

F. PCR Uriinlerinin Olgiimii

G. Fragmantasyon

H. Isaretleme

L. Hibridizasyon

J. Yikama/Boyama/Tarama

A-DNA Eldesi

DNA agagida anlatilan “yiiksek konsantrasyonlu tuzla ¢oktiirme yontemi” ile elde

edilmistir.

1. glin

1- 2,5 ml. kan 15 ml.lik steril tiipe alinip, lizerine 15 ml’ye tamamlayacak sekilde

onceden hazirlanmis otoklavlanmis soguk bidistile su konulur.

2- Asag1 yukarn calkalayarak 2-3 dk. hizli olarak karistirilir.
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3- 2200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir.

4- Siipernatant atilip pelletin tizerine tekrar soguk su ilave edilip santrifiij yapilir.

5- Arkasindan yikama islemi 3 kez daha tekrarlanip, son bosaltmada (i¢indeki pelletin
sabit kalip diismeyecek sekilde oldugu zaman) tiipler bir kagit havlunun iizerine ters

cevrilip, sliziilmesi saglanir.

6- Stiziildiikten sonra tekrar gevrilerek tizerine 37,5ul Proteinaz K (20 mg/ml),750 pl

lysis buffer, 50 ul SDS konup calkalanir.

7- Bir gece 37 °C de bekletilir.

2. giin

8- 500 pul Amonyum asetat eklenip, 20 kez asag1 yukar1 hizla karistirilarak 10 dk. oda

1s1sinda bekletilir.

9- 3500 rpm de 15 dak. Santrifiij edilip, lizerindeki siipernatant bagka 15 ml tiipe

aktarilir.

10- Tiipiin i¢indekinin iki kat1 kadar absolii etanol konulup, hafif karistirilarak i¢indeki

DNA belirginlestirilir.

11- Onceden igerisine 250ul TE konan mikrosantrifiij tiiplerine pipet ucuyla alman
DNA konulup, 1 giin oda sicakliginda bekletilecek ve c¢oziinmesi saglanir.

Coziindiikten sonra derin dondurucuya kaldirilir (-20°C).

B-Restriksiyon Enzim Kesimi

Calismada 250 ng (50ng/ul) genomik DNA kullanilmistir. Buz {izerinde uygun

miktarlarda tampon kullanilan arraye uygun enzim, BSA ile kesim karigim1 hazirlanir.
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DNA ile karistirilarak uygun inkiibasyon programinda kosullara gore 2-16 saat arasi
kesim reaksiyonu yapilir. Kesim sonras1 drnekler agaroz jelde yliriitiilerek kontrol

edilir ve 0rnekler -20°C’de saklanir.
C-Ligasyon

Buz iizerinde uygun miktarlarda tampon, ligaz enzimi, ve kesim enzimine uygun
adaptor ile ligasyon karigimi hazirlanir. DNA ile karigtirilarak uygun inkiibasyon

programinda yaklasik 3 saat ligasyon reaksiyonu yapilir. Ornekler -20°C’de saklanir.
D-PCR

Ligasyon sonrasi lirlinler diliie edilerek PCR asamasina hazirlanir. PCR icin
gerekli olan malzemeler (enzim, primer, dNTP gibi) buzda karisim olarak hazirlanip
ve DNA eklenir. Kullanilacak PCR cihazina gére uygun program yazilip ve PCR

reaksiyonu yapilir. PCR sonras1 drnekler agaroz jelde yiirtitiilerek kontrol edilir.
E-PCR Piirfikasyon

Piirifikasyon i¢in PCR reaksiyonuna uygun miktarda magnetics bead soliisyonu
eklenir. Karisim magnetik stand de bekletilip tiipiin alt kisminda toplanan DNA uygun
mikropipetle alinir. Islem sonu elde edilen iiriinler spektrofotometrik analizle 6lgiiliir.

Ornekler -20°C’de saklanir.
F-PCR Uriinlerinin Olgiimii

Uygun cihaz kullanilarak piirifiye edilmis PCR iirlinlerinin konsantrasyonu
Olciiliir. Fragmantasyona hazirlik i¢in liriinlere uygun tampon eklenip, vorteks ve spin

yapilir.
G-Fragmantasyon
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Piirifiye edilmis PCR {irlinii ve uygun tampon ile fragmantasyon karisimi
hazirlanir. Fragmentation Reagent uygun miktarda diliie edildikten sonra hazirlanan
karisima buzda eklenir. Termal Cycler’da uygun programla yaklasik 45 dk
fragmantasyon reaksiyonu yapilir. Fragmantasyon sonrasi iriinler agaroz jelde

yiiriitiiliip kontrol edilir.
H-Isaretleme

Buzda enzim, tampon gibi malzemelerle isaretleme karigimi hazirlanip fragmante
olmus DNA karisima eklenir. Termal Cycler’da uygun programda yaklasik 4 saat

isaretleme reaksiyonu gerceklesir. Ornekler -20°C’de saklanir.
I-Hibridizasyon

Hibridizasyon asamasi i¢in gerekli soliisyonlar ve tamponlar 6nceden gereken
miktarda hazirlanir. Bu soliisyonlardan uygun miktarlarda kullanarak bir karigim
hazirlanir. Karigima isaretlenmis DNA 0Orne8i eklenip gereken sicakliklarda
inkiibasyondan sonra karigtmdan uygun miktar arraylere mikropipet ile enjekte edilir.
Arrayler Hibridizasyon Firmina yerlestirilip ve 49°C, 60 rpm rotasyonla 16-18 saat

hibridizasyon gerceklestirilir.
J-Yikama/Boyama/Tarama

Yikama agamasi oncesi gerekli soliisyon ve tamponlar hazirlanir. Yikama oncesi
orneklerle ilgili bilgiler sistem bilgisayarina islenir. Yikama-Boyama ve Tarama
asamalar1 bilgisayar tarafindan kontrol edildigi i¢in bu asama 6nemlidir. 16-18 saat
Hibridizasyon sonrasi array i¢inde olan sivi mikropipet ile geri ¢ekilip, yerine uygun
miktarda tampon enjekte edilir. Sollisyonlar, boyalar ve array yikama istasyonuna

yerlestirilir. Arraye uygun yikama protokolii bilgisayar programindan segilip, protokol
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baglatilir. Yikama islemi bittikten sonra yine program yardimiyla tarama iglemi

gerceklestirilir.
K-Sonuglarin Degerlendirilmesi

Caligsma verileri ‘Agilent CytoGenomics software’ programi ile analiz edilmistir.
Sonuglar taramalarin yapildig: bilgisayardan, analizlerin yapilacagi Gazi Universitesi
Tibbi Genetik Boliimii’nde bulunan bilgisayara tasinmis ve olgularin klinik bulgular

g0z oniinde bulundurularak degerlendirmeleri yapilmistir.

Program, bulunan kromozomal degisikliklerin boyutlarini, kayip ya da kazang
bolgelerinin  igerdigi genleri, ilgili bolgelerin elektronik veri tabanlarinda

aragtirtlmalarini saglayan baglantilar1 icermektedir (59).

Tespit edilen degisiklikler DECIPHER (Database of Chromosome Imbalance and
Phenotype in Humans using Ensembel Resources), DGV (Database of Genomic
Variants) ve Ensembl (Genome Browser) gibi veri tabanlari ile OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man) ve PubMed (the U.S. National Library of Medicine)

gibi online kiitiiphaneler kullanilarak degerlendirilmistir (60-64).

4. MOLEKULER KARYOTIPLEME BULGULARI

Olgularin teknik c¢aligmalart 60K ISCA array (Agilent Technologies, Inc.,
SantaClara CA) kullanilarak yapilmis olup, elde edilen sonuglar ise “Agilent
CytoGenomics software” programi ile degerlendirilmistir. Klinik 6zellikleri ile iliskili
olabilecek genomik degisiklikler saptanan olgularin array bulgulari her bir olgu i¢in

ayr1 ayr1 sunulmustur.
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4.1 0LGU 1

Olgunun yapilan array analizinde 14 ve 22. kromozomlara ait kazang
(amplifikasyon) ve 2. kromozoma ait kayip (delesyon) bolgeleri tespit edilmistir.
Kazang bdlgelerinden ilki 14. kromozomun uzun kolunda, 32.33 bant bdlgesinde,
292,832 kb biiyiikliigiinde olup NCRNA00226, NCRNA00221 ve ADAMG6 genlerini
icermektedir. Diger kazang bolgesi ise 22. kromozomun uzun kolunun 11.22 bant

bolgesinde, 151,461 kb biiyiikliigiinde olup MIR650 genini igermektedir.

Saptanilan tek kayip bolgesi ise 2. kromozomun uzun kolunun 37.3 bant

bolgesinde, 150,772 kb biiyiikliigiinde olup herhangi bir bilinen gen igermemektedir.

Olgu 1 i¢in yapilan array analizi sonuglar1 Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 7: Olgu 1’de bulunan kromozomal degisiklikler

Kromozom [Bant Gen (ler) Boyut (kb) [Delesyon/
bolgesi amplifikasyon
14 q32.33 | NCRNA00226, NCRNA00221, |292,832 Amplifikasyon
ADAMG6
22 ql1.22 | MIR650 151,461 Amplifikasyon
2 q37.3 |- 150,772 Delesyon
4.2 OLGU 2

Olgu 2’de yapilan molekiiler karyotipleme ¢alismasi sonucunda ii¢ adet
kromozomal kayip bolgesi ve bir adet kazang bolgesi tespit edilmistir. Kayip
bolgelerinden en biiyligii 2. kromozomun kisa kolunun 24.3-23.3 bant bolgesinde
yaklasik 10,5 Mb boyutlarinda ve 31 adet bilinen gen igermektedir. Feingold

Sendromu’na sebep olan bu kayip bolgesindeki MYCN geni hastaligin kliniginden
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sorumlu tutulmaktadir. Diger kayip bolgeleri ise 2. kromozomun kisa kolunun 22.1

bant bolgesinde ve 6. kromozomun kisa kolunun 24.2-24.1 bant bolgesindedir. Olguda

tespit edilen tek kazan¢ bolgesi 14. kromozomun uzun kolunun 32.33 bant

bolgesindedir. Olgu 2’ye ait tespit edilen kromozomal degisiklikler ve ilgili bolgelerin

icerdigi genler Tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 8: Olgu 2°de bulunan kromozomal degisiklikler

Kromozom [Bant Gen (ler) Boyut (kb) [Delesyon/
bileesi
vgest amplifikasyon
2 p24.3 - | NBAS, DDXI, MYCNOS, MYCN,|10,508,524 |Delesyon
p23.3 VSNLI1, SMC6, GENI1, MSGN1, KCNS3,
OSRI, MATN3, SDCI1, PUM2, HS1BP3,
GDF7, APOB, FAMS844, FAM49A,
RADS5IAP2, RDHI4, NT5CIB, RDHI14,
NT5CIB, FLJ12334, TTC32, WDR35,
LAPTM44, RHOB, C2orf43, KLHL?29,
ATAD2B, UBXN2A4
6 p24.2 - | NEDDY, HIVEPI, EDNI, TMEM170B, |1,656,238 |Delesyon
p24.1 C6orf105, PHACTRI1
2 p22.1 [SOSI, THUMPD?2, HNRPLL, GALM, 1,481,169 |Delesyon
SRSF7, GEMIN6, DHX57, MORN_2,
ARHGEF33, LOC375196, CDKLA4,
MAP4K3, LOC728730, TMEM178
14 q32.33 | ADAM6, NCRNA00226, NCRNA00221 |809,191 Amplifikasyon
43 OLGU3

Olgu 3 icin yapilan array analizinde 7 adet kazang bolgesi tespit edilmistir.

Bunlardan en biiyiigii yaklasik 6 Mb biiyiikliigiinde olup 13. kromozomun uzun

kolunun 14.3-21.1 bant bolgesinde bulunmaktadir. Olguda tespit edilen diger kazang

bolgeleri ve 6zellikleri Tablo 9’da 6zetlenmistir.
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Olguda tespit edilen 13q14.3-q21.1, 22q13.2-13.31 ve 14q24.3 kromozom

bolgelerinde saptanmis olan kazanglarin veritabanlarinda yapilan analizlerinde Olgu

3’lin klinik bulgular ile benzer 6zellikte hastalar oldugu goriilmiistiir.

Tablo 9: Olgu 3’de bulunan kromozomal degisiklikler

Kromozom [Bant Gen (ler) Boyut (kb) [Delesyon/
bolgesi amplifikasyon
13 ql4.3 - | PCDHS, PCDHI17, OLFM4, 6,144,795 |Amplifikasyon
q21.1  [MIRI1297, PRR20B, PRR20C,
PRR20D, PRR20E, PRR20A
22 ql13.2- [SULT4A41, PNPLAS, SAMMS50, 1,706,093 |Amplifikasyon
q13.31 | PRRS5, ARHGAPS, NUP50,
MPPEDI, EFCAB6, PNPLAS3,
PARVB, PARVG, KIAA1644,
LDOCIL, NCRNA00207, PRRS,
ARHGAPS, PHF21B, KIAA0930
10 q21.1 | PCDHI5 1,295,399 |Amplifikasyon
S qll.2 [PELO, ITGAI 671,460  |[Amplifikasyon
0 p23 - 536,206  |Amplifikasyon
14 q24.3 | POMT2, GSTZI, ISM2, SPTLC2, 390,797  |Amplifikasyon
ALKBHI, TMEDS, SAMDI 5,
Cl4orf148, VIPAR, AHSAI,
Cl4orfl56
14 q32.33 [ NCRNA00221 313,943  |Amplifikasyon
4.4 OLGU 4

Olgu 4 icin yapilan molekiiler karyotipleme ¢alismasinda 7. kromozoma ait

kayip ve 8 ve 14. kromozomlara ait kazang bolgeleri saptanmustir. Saptanilan kayip

bolgesi 7. kromozomun uzun kolunun 11.23 bant bélgesinde bulunmaktadir ve

yaklasik olarak 1.3 Mb biiyiikliigiindedir. Ad1 gegen bolgede bulunan genler Tablo
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10°da gosterilmekte olup, kayip bolgesi Williams Sendromu’na yol agtig1 bilinen ELN
genini de igermektedir. Olguda ELN geninin kayip oldugu ikinci bir yontem (FISH)

ile de dogrulanmustir.

Tespit edilen kazang bolgeleri ise, 8. kromozomun kisa kolunun 23.1 bant
bolgesinde ve 14. kromozomun uzun kolunun 32.33 bant bdlgesindedir. Olgu 4’¢ ait
tespit edilen kromozomal degisiklikler ve ilgili bolgelerin igerdigi genler Tablo 10°da

Ozetlenmistir.

Tablo 10: Olgu 4’°te bulunan kromozomal degisiklikler

Kromozom [Bant Gen (ler) Boyut (kb) [Delesyon/
bolgesi amplifikasyon
7 ql1.23 | FKBP6, FZD9, BAZIB, BCL7B, 1,367,020 |Delesyon

TBL2, MLXIPL, VPS37D, STXIA,
WBSCR26, CLDN3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28, ELN,
LIMKI, EIF4H, LAT2, RFC2,
CLIP2, GTF2IRDI1, GTF2I,
DNAJC30, WBSCR22, MIR42584,
ABHDI11, MIR590

8 p23.1 | DEFBI103A4, FAMY90A7, 811,102  [Amplifikasyon
FAM90A14, FAMY90A13,
FAMY90A19, FAM90A41S8,
FAM90AS8, FAM90A9,
FAMY90A410, DEFB4B,
DEFBI103B, SPAGI11B,
DEFB104B, DEFB104A4,
DEFBI106B, DEFB106A4,
DEFBI105B, DEFBI105A4,
DEFBI1074, DEFBI107B,
SPAGI11A4, DEFB4A4,
LOC100132396, FAMOGGE,
DEFBI09P1B, MIR54813

14 q32.33 | ADAM6, NCRNA00226, 809,191 Amplifikasyon
NCRNA00221
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4.5 OLGU 5

Olguya yapilan array analizinde iki adet kayip bolgesi saptanmistir. Bunlardan
bir tanesi 14. kromozomun uzun kolunda q11.2 lokusunda bulunmakta olup yaklasik
olarak 1 Mb biiyiikliiglindedir. Hastada “14q11.2 mikrodelesyon sendromu” tespit
edilmistir. Sendroma ait fenotipik bulgulara sebep olarak gosterilen en 6nemli gen olan
CHDS8 geni de kayip bolgesinde bulunmaktadir. Bir diger kayip bolgesi 11.
kromozomun q13.4 lokusunda saptanmistir. Olguya ait array analizi sonuglar1 Tablo

11°de 6zetlenmistir.

Tablo 11: Olgu 5°te bulunan kromozomal degisiklikler

Kromozom [Bant Gen (ler) Boyut (kb)  [Delesyon/
bolgesi amplifikasyon
14 qll.2 CHDS, RAB2B, METTL3, 1,004,880 Delesyon

SALL2, TOX4, ORI10G3,
ORI10G2, OR4E2

11 ql3.4 ARRBI, RPS3, LOC441617, 185,963 Delesyon
MIR326, SNORD154,
SNORD15B
4.6 OLGU 6

Olgu 6°da yapilan molekiiler karyotipleme ¢aligmasinda iki adet kayip ve bir adet
kazang bolgesi tespit edilmistir. Kayip bolgelerinden biiyiigii 5 Mb olup 1.
kromozomun kisa kolunun 36.33-36.31 bant bolgelerinde yer almaktadir. Bu sonug
olguda “Ip36 delesyon sendromu” oldugunu gostermistir. Kayip bolgesinde bulunan
KCNAB2 ve GABRD genleri sendrom ile iliskili klinik bulgulardan sorumlu tutulan en
onemli genlerdir. Diger kayip bolgesi 11. kromozomun p12 lokusunda bulunmakta

olup bilinen gen icermemektedir. Tek kazang bolgesi ise 14. kromozomun q32.33
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lokusunda tespit edilmigstir. Olgu 6’ya ait saptanmis olan kromozomal degisiklikler ve

bu degisikliklerle iliskili genler Tablo 12°de sunulmustur.

Tablo 12: Olgu 6’da bulunan kromozomal degisiklikler

Kromozom

Bant
bolgesi

Gen (ler)

Boyut (kb)

Delesyon/
amplifikasyon

036.33
p36.31

TNFRSF18, TNFRSF4,
SCNNID, TASIR3, DVLI,
MRPL20, VWAL, ATAD3B,
ATAD3A, MMP23B, MMP234,
NADK, GNB1, CALMLSG,
GABRD, PRKCZ, SKI, PEX]10,
PLCH?2, PANK4, HESS,
TNFRSF14, ACTRT2, PRDM16,
MEGF6, WDRS, TP73, DFFB,
AJAPI, NPHP4, KCNAB?2,
TTLL10, SDF4, B3GALT®,
FAMI1324, UBE2J2, ACAP3,
PUSLI, CPSF3L, GLTPDI,
MXRAS, AURKAIPI, CCNL?2,
LOCI48413, LOC441869,
TMEMS88B, ATAD3C, Clorf70,
SSU72, MIB2, CDK11B,
SLC35E2, BCDKI11A4, SLC35E2,
TMEMS2, KIAA1751, Clorf86,
LOC100128003, MORNI,
LOCI100129534, RERI,
LOCI15110, LOCI1001334435,
Clorf93, MMELIFLJ42875,
MIR4251, ARHGEF 16,
MIR551ATPRGIL, KIAA0495,
CCDC27, LOC388588, LRRC47,
KIAA0562, Clorfl174,
LOCI100133612, LOC284661

5,038,043

Delesyon

14

432,33

NCRNA00226

398,536

Amplifikasyon

11

pl2

339,952

delesyon
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4.7 OLGU 7

Olguya yapilan array analizinde ii¢ adet kazang bdlgesi saptanmistir. Bunlardan

ilki 14. kromozomun uzun kolunun 32.33 bant bdlgesinde, digeri X kromozomu kisa

kolunun 11.4 bant bolgesinde, en kiigiigii ise 22. kromozomun uzun kolunun 11.22

bant bolgesinde yer almaktadir. Xpl1.4 kromozomal bolgesinde saptanmis olan

degisikligin olguda goriilen klinik bulgular ile iliskili olabilecegi diislinlilmiistiir.

Kazang bolgeleri ile ilgili degisikliklerin boyutlar1 ve icerdigi genler Tablo 13’de

sunulmustur.

Tablo 13: Olgu 7°de bulunan kromozomal degisiklikler

Kromozom (Bant bolgesi | Gen (ler) Boyut (kb) [Delesyon/
amplifikasyon

14 q32.33 ADAMe, 552,248 Amplifikasyon
NCRNA00226,
NCRNA00221

X pll.4 BCOR, ATP6AP2, 543,327 Amplifikasyon
LOC347411, CXorf38

22 ql1.22 MIR650 151,461 Amplifikasyon

4.8 OLGU 8

Olgunun yapilan array analizinde 12. kromozoma ait kazan¢ ve 10. kromozoma ait

kayip bolgesi tespit edilmistir. Kromozom 12’nin uzun kolunda 24.11-24.33 bant

bolgesinde tespit edilen kazang yaklasik olarak 22 Mb biiyiikliigiindedir. Kromozom

10’un uzun kolunda 26.3 bant bolgesinde tespit edilen kayip bolgesi ise yaklasik 2

Mb’dir. Tespit edilen parsiyel 12q duplikasyonu ve parsiyel 10q delesyonunun igerdigi
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genler Tablo 14’de verilmistir. Kayip bolgesinde bulunan CALY geni ve kazang

bolgesinde bulunan PTPN11 ve TBX5 genleri hastanin klinigi ile iliskilendirilmistir.

Tablo 14: Olgu 8’de bulunan kromozomal degisiklikler

MAPKAPKS, ERP29, RPL6,
PTPN11, RPH3A, OASI, OAS30A4S2,
DTXI, RASALI, DDX54, TPCNI,
SLC2446, SDS, LHX5, TBX5, TBX3,
FBXWS, TESC, FBX0O21, NOSI,
KSR2RFCS, PEBPI, HSPBS,
PRKABI, CIT, GCNILI, RPLPO,
PXN, SIRTHY, PLA2G1BMSII,
COX6A41, DYNLLI, POP5, ACADS,
SPPL3, HNFIA, OASL, P2RX7,
P2RX4, ANAPCS5, RNF34, ORAII,
SETDIB, HPDPSMD9, BCL7A,
MLXIP, B3GNT4, DIABLO, VPS334,
KNTCI, GPRI1094, GPRI109B,
GPRS81, HIPIR, VPS37B, ABCBY,
ARL6IP4, MPHOSPHY, CDK2API,
EIF2Bl, ATP6V0A2, DNAHIO,
NCOR2, SCARBI, UBC, FZDI0,
PIWILI, RIMBP2, STX2, RAN,
MMPI17, ULKI, PUSI, EP400,
NOC4L, POLE, GOLGA3, CHFR,
ZNF26, ZNF140, ZNF10, ZNF268,
ARPC3, GPN3, Cl2orf24, VPS29,
TCTNI, HVCNI, CCDC63,
LOCI100131138, CUX2, FAMI094,
ACADI0, C120rf47, ADAMI,
TMEM]I116, NAA2S, TRAFDI,
Cl2orf51, CCDC42B, Cl2o0rf52,
1QCD, PLBD2, SDSL, RBMI9,
MEDI3L, MIR620, NCRNA00173,
MAPILC3B2, Cl20rf49, RNFT2,
HRK, WSB2, VSIGI0, TAOKS3,
SUDS3SRRM4, LOC144742,
CCDC60, TMEM233, MIRII7S,
CCDC64, RAB35, TRIAPI, GATC,
SRSF9, COQ5, RNFI10, CABPI,
MLEC, UNCII19B, NCRNA00262,
C120rf43, CAMKK?2,  KDM?2B,
MORN3, TMEMI120B, RHOF,

Kromozom [Bant Gen (ler) Boyut (kb) [Delesyon/
bolgesi amplifikasyon

12 q24.11- | RAD9B, PPTC7, PPPICC, MYL2,|22,943,366 |Amplifikasyon
q24.33 | SH2B3, ATXN2, BRAP, ALDH2,
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LOC338799, WDR66, LRRC43, IL31,
CLIP1, ZCCHCS, RSRC2, DENR,
CCDC62, OGFOD2, PITPNM2,
MIR4304, C120rf65, SBNOI, SETDS,
RILPL2, SNRNP335, RILPLI,
MIR3908, TMED?2, DDX535,
GTF2H3, TCTN2, CCDC92, ZNF 664,
ZNF664, FAMI01IA, FAMIOIA,

DHX37, BRI3BP, AACS,
TMEM132B, LOC400084,
LOCI100128554, LOC387895,

LOC440117, FLJ37505, TMEM132C,
MIR3612,  SLCI1544, GLTIDI,
TMEM132D, LOCI100190940,
FLJ31485, GPRI133, LOCI116437,
SFSWAPSNORA49, EP400NL,
DDX51, GALNTY, LOCI100130238,
FBRSLI, LOC645277,  P2RX2,
PXMP2, PGAMS5, ANKLE?2, ZNF605,
ZNF84, LOC647589

10 q26.3 | DPYSL4, INPP5A, GPRI123, UTF1, 2,324,846 |Delesyon
ADAMS, PRAPI, ECHS1, SPRN,
CYP2EI, SYCEI, TCERGIL,
PPP2R2D, BNIP3, JAKMIP3,
STK32C, LRRC27, PWWP2B,
C10orf91, NKX62, C100rf92,
Cl0orf93, KNDCI, VENTX, MIR202,
TUBGCP2, ZNF511, CALY,
Cl0orf125, MIR3944, PAOX, MTGI,
LOC619207, SPRNPI

5. TARTISMA

Bu c¢alismada, sebebi agiklanamamis entelektiiel yetersizlik ve beraberinde
dismorfik 6zellikleri ya da organ anomalileri olan fakat konvansiyonel yontemler ile
bir patoloji tespit edilememis 30 hasta Array CGH yontemi ile taranarak kromozomal
degisimler yoniinden arastirilmistir. Bu olgulardan 8 tanesinde klinikten sorumlu
oldugu diisiiniilen kopya sayis1 degisikligi tespit edilmistir. Array CGH ¢alismasinin
yanisira Olgu 4’te tespit edilen 7ql11.23°deki delesyon bdlgesinde bulunan ELN

geninin kayb1 ikinci bir yontem (FISH) ile de dogrulanmustir.
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Konvansiyonel karyotipleme yontemi, ¢oziiniirliigii yaklasik olarak 5-10 Mb
arasinda oldugu icin, entelektiiel yetersizlik etyolojisinin arastirilmasinda biiyiik
yapisal degisikliklerin ancak % 10-15’ini agiklayabilmektedir. Bilinen mikrodelesyon
sendromlar1 ile subtelomerik bolgelerdeki kopya sayisi degisiklikleri ise, FISH ve
MLPA gibi yontemlerle tespit edilebilmektedir. Fakat cok daha kii¢iik ve klinik etkileri
heniiz kesinlesmemis CNV kayip veya kazanglarinin saptanmasi ancak tiim genomu
biiyiik ¢oziiniirliikte tarayan array tabanli sistemlerle miimkiin olmaktadir. Bu sayede
yeni mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarinin kesfi ve ve bu degisiklikler

ile klinik bulgularin korelasyonlarinin kurulmast miimkiin olabilmistir (2).

‘International Standards for Cytogenomic Arrays Consortium’, entelektiiel
yetersizlik, gelisme geriligi ve\veya konjenital anomalileri bulunan 21698 olguyu
iceren 33 yaymlanmis ¢aligmanin derlemesini yaparak, mikroarray teknolojisinin

pozitif genetik tani oranini ortalama % 12 olarak saptamistir (55).

Cooper ve arkadaslar1 ise 15767 hastanin verilerini degerlendirerek, array CGH
analizleri ile entelektiiel yetersizlige sebep olan kopya sayist degisikliklerinin oranim

% 14 olarak tespit etmislerdir (65).

Otuz olguyu kapsayan Array CGH 8x60K ISCA kullanilarak yapilan
calismamizda, entelektiiel yetersizlik ve eslik eden anomalilere sebep olabilecek
kopya sayis1 degisiklikleri 8 hastada saptanmis olup, yaklasik olarak % 25 oraninda;
literatiirde bildirilen oranlardan biraz daha yiiksek bir sonug elde edilmistir. Bu durum
array CGH planlanan olgularin rastgele se¢ilmemis olmasi ve ayrintili bir incelemeden
gecirilerek calismaya alinmig olmasi ile agiklanabilir. Tek gen mutasyonlarina bagh
olusan sendromlarin disilintildiigli hastalarin  dikkatli bi¢cimde elenmesi ve
submikroskopik yeniden diizenlenimlerin oldugu tahmin edilen olgularda array CGH
uygulanmasi tani oranini yiikseltmistir.
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Bu tiir ¢alismalarda hasta ile birlikte anne ve babanin da array analizlerinin
yapilarak, bulunan kopya sayis1 degisikliklerinin daha fazla bilgi verici olmasi ve
yanlis pozitifligin ortadan kaldirilmast miimkiin olabilmektedir. Ancak yaptigimiz bu
arastirma retrospektif olup, rutin kapsaminda yapilmis degerlendirmelerin sonuglarini
icermektedir ve s6z konusu analizlerde geri 6deme kurumuna sadece olgular fatura

edilebildigi i¢in, bu olgulardan hig birine anne-baba galigmasi yapilamamastir.

Olgularin sonuclar1 degerlendirildiginde birgogunda tekrarlayan bolgelerde
kopya sayist degisiklikleri oldugu saptanmistir. Benign olarak degerlendirilen bu

degisiklikler;

e 8. kromozomun kisa kolunun 23.1 bant bolgesinde goriilen kayip, 12 olguda

e 14, kromozomun uzun kolunun 32.33 bant bolgesinde goriilen kazang, 18
olguda

e 10. kromozomun uzun kolunun 11.22 bant bolgesinde goriilen kayip, 5 olguda

saptanmistir.

Adi gegen bolgelerdeki kayip ve kazanglarin genellikle birbirine yakin veya
ayni boyutlarda oldugu gozlenmistir. Olgularda saptanan 8p23.1°de bulunan kayip ve
14q32.33’de bulunan kazancin yaklasik 0,8 Mb biiyiikliigiinde oldugu saptanmuistir.
Kromozom 10q11.22 bodlgesindeki kopya sayist degisikliinin boyutu ise goriildiigii

her bir olguda degisiklik gostermektedir.

Mikroarray sistemleri ile yapilan ¢aligmalarda farkli boyutlarda bir¢ok kopya
sayist degisikligi tespit edilebilmektedir. Elde edilen verilerin dogru analiz edilerek,
hastalarin klinik bulgularina sebep olan degisikliklerin saptanmasinda zorluklar
yasanmaktadir. Bu sebeple kopya sayist degisikliklerinin degerlendirilmesinde

kullanilmak tizere 300 kb sinir1 getirilmistir (66).
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Mikroarray teknolojileri, klinik 6n tanis1 konulmus olgularin kesin molekiiler
tanilarini tespit etmekle beraber, klinik tanisi saptanamamis olgularda kromozomal
degisiklikleri tespit edebilmesi ile genotip-fenotip yaklasimini da getirmistir (67).
Bilinen sendromlara ait spesifik bulgular1 belirgin olarak tasimayan ya da atipik
bulgular iceren vakalarda tan1 gecikebilmekte, farkli 6n tanilarla hastalar yillarca takip
edilebilmektedir. Mikroarray sistemleri, baglica bulgular1 arasinda entelektiiel
yetersizlik olan, kopya sayisi degisikliklerinin neden oldugu bir ¢ok hastaliga
genotipten fenotipe giderek tan1 koymay1 saglamistir. Bizim ¢alismamizda da, klinik
olarak kesin tan1 konulamamis ii¢ olguda (Olgu 2, Olgu 4, Olgu 6) array CGH
yapilmasi planlanmigtir. Analiz sonuglari ile Olgu 2°de Feingold Sendromu, Olgu 4°te
Williams Sendromu ve Olgu 6’da 1p36 delesyon sendromu oldugu goriilmiistiir.
Molekiiler karyotipleme yontemleri, bu bilinen kromozomal anomalileri tanimada
¢ogu  sitogenetik  yontemi  geride  biraktigi = gibi,  submikroskopik
mikrodelesyon/duplikasyonlart1 ~ tespit  ederek  yeni  mikrodelesyon  ve
mikroduplikasyon sendromlarinin kesfine de olanak saglamistir. Bu sayede konu ile
ilgili genis kapsamli calismalar devam ettikce sebebi bilinmeyen entelektiiel
yetersizlik olgularinin etyolojik nedenlerini aydinlatilabilecektir ve yaptigimiz ¢alisma

da bu goriisti desteklemektedir. .

Mikroarray sistemleri ile arastirilan entelektiiel yetersizlik ve iliskili
hastaliklarin bulundugu olgularda bazi bélgelerdeki CNV kayip ve kazanglarina daha
sik rastlanmaktadir (68). Tablo 15°te entelektiiel yetersizlik ile iligkili saptanmis olan

kopya sayis1 degisiklikleri listelenmistir.
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Tablo 15: Entelektiiel yetersizlik ile iligkili kopya sayis1 degisiklikleri

Kromozom Hastahk ile Tliskili Hastalk ile Tliskili

Bolgesi Delesyon Duplikasyon

1g21.1 Entelektiiel yetersizlik, | Entelektiiel yetersizlik, otizm
sizofreni, ¢oklu konjenital
anomali

3929 Entelektiiel yetersizlik, | Entelektiiel yetersizlik
sizofreni

10g22-g23 Entelektiiel yetersizlik -

15q11.2 Entelektiiel yetersizlik, | -
sizofreni, epilepsi

15q13.3 Entelektiiel yetersizlik -

15q24 Entelektiiel yetersizlik, | -
otizm

16pl1.2 Entelektiiel yetersizlik, | Sizofreni
otizm, obezite

l6pl2 Entelektiiel yetersizlik -

16pl13.11 Entelektiiel yetersizlik, | Entelektiiel yetersizlik, otizm,
epilepsi, otizm, sizofreni dikkat eksikligi hiperaktivite

bozuklugu sendromu

17q12 Entelektiiel yetersizlik, | -
otizm, sizofreni

17921.3 Entelektiiel yetersizlik -

Tablo kaynak 2 ve 68’den yararlanilarak hazirlanmistir.

Bulunan kopya sayist degisikliklerinin klinik olarak bir oneminin olup

olmadig1 ayrintili sekilde arastirilmali ve yorumlanmalidir. Insan genomunda % 12

oraninda CNV bulunmaktadir. CNV’ler protein kodlayan bir gen olup, fenotipe etki
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etmelerine gore benign ve patojenik olarak ikiye ayrilmaktadir (69). Calismanin
‘Genel Bilgiler’ kisminda da bu konuya deginilmis olup, benign olarak adlandirilan
CNV’lerin internet iizerinde bulunan genomik varyasyon veri tabanlarindan
(DECIPHERVY9.4, Ensemble, Database of Genomic Variants ve ECARUCA)
arastirilmast gerekmektedir. Tespit edilen CNV’lerin degerlendirilmesi yine ayni

baslik altindaki Sekil 2’de sematize edilerek 6zetlenmistir.

Olgu 1’de 14 ve 22. kromozomlara ait kazan¢ ve 2. kromozoma ait kayip
bolgeleri tespit edilmistir. Kromozom 14q32.33°deki kazang bolgesi NCRNA00226,
NCRNA00221 ve ADAM6 genlerini igermekte olup, daha once bahsedildigi gibi;
calismamizda bulunan bir ¢ok olguda adi gegen bdlgede kazang oldugu goriilmiis ve
yanlig pozitif olarak degerlendirilmistir. Kromozom 22q11.22 bolgesindeki kazang
sadece MIR650 genini icermektedir. MIR650 gibi mikroRNA’lar kii¢iik kodlama
yapmayan, diizenleyici RNA’lardir (63). S6z konusu degisiklik olgunun klinigi ile

iligkilendirilmemistir.

Kromozom 2q37.3’deki kayip bolgesi ise yaklasik 150 kb boyutlarindadir ve
bilinen bir gen igermemektedir. Literatiirde bildirilen 2q37 Delesyon Sendromu
(Brakidaktili-Mental retardasyon Sendromu-BDMR) bir contiguous gen sendromu
olup, 2q37.3 kromozomal bolgesinde bulunan HDAC4 geni hastaligin kliniginden
sorumlu aday gen olarak gosterilmektedir (70). Wheeler ve arkadaslari tarafindan 2014
yilinda yapilan ¢alismada ise HDAC4 geninin bir kopyasinin kaybinin entelektiiel
yetersizlige sebep olmadigi kanitlanmistir. S6z konusu caligmada bir anne ve iki
oglunda 887 kb boyutunda kromozom 2q37.3’de heterozigot delesyon tanimlanmastir.
Bu bolge HDAC4 geninin kodlanan bdlgesini, 2 kodlanmayan RNA dizisini ve 4
mikroRNA’y1 icermektedir. Olgulardan hi¢ birinde entelektiiel yetersizlik

bulunmamakla birlikte, anne ve biiyiik oglunda tip E brakidaktili oldugu bildirilmistir.
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Bu sonuglar ile Wheeler ve arkadaslar1 tarafindan HDAC4 geninin BDMR’ye sebep
olabilecegi fakat entelektiiel yetersizlikten sorumlu olmadigl 6ne siiriilmistiir (71).
Tiim bu bilgiler 1s18inda 2q37.3 kromozomal bdlgesindeki kayip sonucu olusan
entelektiiel yetersizlik durumuna sebep olan kritik genin heniiz kesin olarak
tanimlanamadig1 goriilmektedir. Bizim olgumuza ait kromozom 2q37.3’de bulunan
150 kb biiytikliglindeki kayip bolgesi bilinen bir gen icermemesine ragmen, hastada
goriilen entelektiiel yetersizligin, bu bolge ile iliskili olabilecegini diisiindliirmektedir.
Sonug olarak mikroarray sistemleri klinigi ve kalitimi1 bilinen genetik sendromlarda,
hastaliktan sorumlu genin lokusunun tespitini saglayabilecek iyi bir yontem olmakla
birlikte, bazi hastaliklar ve klinik bulgular i¢in aday genleri de tespit edebilen bir

yontemdir.

Olgu 2’de saptanan 2p24.3-23.3 lokuslarindaki yaklastk 10 Mb
biiyiikliigiindeki delesyon bolgesi, olguda saptanmis olan ii¢ adet kayip bolgesinin en
biiyliglidiir. Bu bolgede bulunan MYCN geni, MYC ailesinin protein kodlayan bir
tiyesidir. Genin amplifikasyonu noroblastoma basta olmak iizere bir ¢ok onkojenik
timor ile iliskilendirilmistir (72). Germline mutasyonu ve delesyonunun ise Feingold
Sendromu’na neden oldugu bilinmektedir (63). Sendroma neden olan mutasyonlarin
da kopya sayis1 kayb1 yaparak hastalik fenotipini ortaya ¢ikardigi bildirilmistir (73).
Olgu 2’de goriilen dismorfik bulgular (rdlatif mikrosefali, kisa palpebral aralik,
epikantus, el bas parmaginin uzun ve geriden yerlesimli olmasi, klinodaktili) prenatal
donem gelisme geriligi, duodenal atrezi, ventrikiiler septal defekt (VSD) ve sol

bobregin agenezik olmasi Feingold Sendromu’nda goriilen bulgular arasindadir (74).

DECIPHERV94 veri tabaninda yapilan incelemelerde Olgu 2 ile benzer
bolgelerde delesyon bulunan olgular oldugu goriilmiistiir. Veritabaninda kayith

290876 numaralt olguda 6.32 kb biiyiikliigiinde kiiciik bir kayip bulunmakta olup,
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sadece MYCN genini icermektedir. Fenotipte aciga ¢ikan bulgulart ise; dolikosefali,
mikrosefali, epikantus, basik burun kopriisii, parmak anomalileri ve konusmada
gecikme olup olgumuz ile benzerlik gostermektedir. Ayn1 veritabanindaki 270712
numarali intrauterin gelisme geriligi, 1limli postnatal gelisme geriligi, mikrosefali ve
kalp defekti bulunan olguda yaklasik 5 Mb biiyiikliigiinde delesyon bulunmakta olup,
kayip bolgesi MYCN genini igermemektedir. Bu olgu ile 2. Olgumuzdaki ortak
delesyona ugrayan genler; VSNLI, SMC6, GENI, MSGNI1, KCNS3, OSRI1, MATNS3,
PUM2, HSIBP3, GDF7, APOB, RDHI14, NT5CIB, TTC32, WDR35, LAPTM4A,
RHOB, C20rf43 'tiir. Bu bulgularin Olgu 2°de de goriilmesi, fenotipten sorumlu genin
sadece MYCN olmadigimni isaret etmektedir. 270712 numarali olguda kayip bdlgesinde
bulunan tiim genler tarafimizdan tek tek arastirilmis ve i¢lerinden bir kisminin bazi
hastaliklar ile iliskilendirilmis olduklar1 goriilmiistiir. Fakat adi gegen genlerin hig
birinde 270712 numarali olgu ve/veya Olgu 2’nin klinigine benzer bir fenotipten s6z

edilmemektedir ve klinik bulgulardan sorumlu bir aday gen tanimlanamamustir.

Veritabaninda kayith bu iki olgu ile Olgu 2’nin karsilagtirilmasi Tablo 16’da

gosterilmektedir.

Tablo 16 : Olgu 2 ve DECIPHERvV94 veritabaninda bulunan 290876, 270712 numarali

olgularin klinik bulgular1 ve kayiba ugrayan ortak genler

Lokasyon | Delesyon bolgesindeki genler Klinik bulgular
OLGU 2 | 13664684- | NBAS, DDX1, MYCNOS, Rolatif mikrosefali,
24173207 | MYCN, VSNLI, SMC6, GENI, |kisa palpebral aralik,
MSGNI, KCNS3, OSR]I, epikantus, el  bas
MATN3, SDCI, PUM?2, parmaginin  uzun ve
HSIBP3, GDF7, APOB, geriden yerlesimli
RDHI4, NT5CIB, TTC32, olmasi, klinodaktili,
WDR35, LAPTM4A, RHOB, prenatal donem gelisme
C2orf43, FLJ12334, KLHL29, geriligi, duodenal
ATAD2B, UBXN2A, FAMS84A, | atrezi, VSD, sol bobrek
FAM49A4, RAD5S1AP2 agenezisi
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290876 | 16080720- | MYCN Dolikosefali,

16087043 mikrosefali, epikantus,
bastk burun kopriisi,
parmaklarda anormallik
ve konusmada gecikme

270712 | 18037765- | VSNLI, SMC6, GENI, MSGNI, | Intarauterin ~ gelisme
23062932 | KCNS3, OSRI, MATN3, SDC1, | geriligi, iliml1 postnatal
PUM?2, HSIBP3, GDF7, APOB, | gelisme geriligi,
RDHI4, NT5CIB, TTC32, | mikrosefali ve kalp
WDR35, LAPTM44, RHOB, | defekti

C2orf43, TDRD15

Olgularda ortak olarak kayiba ugrayan genler ayni renkte gdsterilmistir.

Olgu 2°de saptanan bir diger kayip bolgesi kromozom 2p22.1°de bulunmaktadir ve
yaklasik 1,5 Mb biyiikliigindedir. SOSI, THUMPD2, HNRPLL, GALM, SRSF7,
GEMIN6, DHX57, MORN2, ARHGEF33, LOC375196, CDKL4, MAP4K3,
LOC728730 ve TMEM178 genleri ad1 gegen bolgede delesyona ugrayan genlerdir.
DECIPHERvV94 veritanindaki 249901 numarali olgunun delesyon bdlgesi
olgumuzdaki delesyon bdlgesini kapsamaktadir ve her ikisinde de entelektiiel
yetersizlik ve mikrosefali gibi ortak klinik bulgular1 vardir. Kayip bolgesinde bulunan
genler eksprese olduklar1 yerler, sorumlu olduklar1 fenotip agisindan

arastirildiklarinda, klinikten sorumlu olabilecek bir aday gen tespit edilememistir.

Ayrica bu genlerden biri olan SOS/ 'in missense mutasyonu sonucu Noonan
Sendromu ortaya ¢ikmaktadir. Fakat Olgu 2’de Noonan Sendromu’na benzer bir

fenotip gortilmemektedir.

Olguda saptanan diger kromozomal degisiklik 6p24.2-p24.1 lokusundadir.
Delesyon bolgesi 1,6 Mb biiytikliigiinde olup NEDD9, HIVEPI, EDN1, TMEM170B,
Coorf105, PHACTRI genlerini igermektedir. Ayni veritabaninda kayitl olan
mikrosefali ve konusma gecikmesi bulunan 308445 numarali olgu ile ortak olarak
delesyona ugramis genler EDNI, HIVEPI ve PHACTRI’dir. Yine her iki olgudaki
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genler incelenmis olup,  2p22.1 ve 6p24.2-p24.1 lokuslarindaki degisimlerin de
hastanin kliniginde etkili olmus olabilecegi diisiiniilmekle beraber kesin bir gen

bolgesi saptanamamustir.

Sonug olarak Olgu 2, genotipik ve fenotipik ozellikleri ile birlikte Feingold
Sendromu tanisini almigtir. Bu olgu molekiiler karyotipleme sistemlerinin getirdigi

genotip-fenotip korelasyonunun kurulmasi ile taniya ulasilmasina iyi bir 6rnektir.

Olgu 3’te saptanan 7 adet kazang bolgesinden en biiyiigii olan 13q14.3-q21.1
lokusu yaklagik 6 Mb biiyiikliiglindedir. Veri tabanindaki 259961 numarali hasta ile
davranis bozukluklari, tekrarlayici hareketler ve konusmada gecikme benzer klinik
bulgulardir. Kazang bdlgesinin ortiistiigli kisimda bulunan PCDHI7, PRR20A
PRR20B, PRR20C, PRR20D, PRR20E genleri ortaktir. PCDHI7 geni bir néronal
hiicre adezyon molekiiliinii kodlamakta olup, frontal ve anterior temporal korteks,
talamus ve ventromedial striatal noroepitelyumdan yiiksek seviyelerde eksprese
olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda genin ekspresyon degisikliginin dil ve konusma ile
ilgili bozukluklara sebep olabilece§i saptanmis ve ayrica sizofreni ile de
iliskilendirilmistir (75). PRR20 genleri prolinden zengin proteinleri kodlamakta olup
herhangi bir hastalikla iligkilendirilmemistir (64). Sonu¢ olarak Olgu 3’te goriilen
konusma bozuklugunun PCDH17 geninde meydana gelen kopya sayis1 degisikligi ile
iliskili olabilecegini diistinmekteyiz. Bu konu ile ilgili yaymlanmis ¢ok sayida ¢alisma
olmamasi sebebiyle olgumuz literatiire katki saglayabilecektir.

Olguda saptanan ikinci biiylik kazan¢ bolgesi kromozom 22ql13.2
lokusundadir. Bu bolge ile kazang bolgesi kismen ortiisen veritabanindaki 251335,

250383, 248262 numarali olgularda; entelektiiel yetersizlik, otizm ve konusma

bozuklugu gibi olgumuz ile benzer klinik bulgular tanimlanmistir. Fakat bu kazang
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bolgelerindeki genler incelendiginde olgularda ortaya ¢ikan fenotipe neden olabilecek

bir aday gen tanimlanamamustir.

Saptanan bir diger kromozomal degisiklik 10g21.1 kromozomal bdlgesindeki
kazangtir ve bu lokusta PCDH15 geni bulunmaktadir. PCDHI5 geninin retina ve
kohleadan eksprese oldugu bildirilmistir (76). Genin mutasyonunun Usher Sendromu
Tip 1F’ye sebep oldugu bilinmektedir (77). Fakat amplifikasyonu sonucunda ortaya

cikacak fenotip ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamastir.

Olgu 3’te saptanan diger amplifikasyon bolgeleri ise herhangi bir hastalik ile
iliskilendirilememistir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde olgunun klinik
bulgularindan, en biiylik kazang bolgesinde bulunan PCDHI7 geninin sorumlu

olabilecegi diisliniilmektedir.

Olgu 4’te saptanilan kromozom 7ql1.23 bolgesindeki kayip 1,3 Mb
biiyiikliigiindedir. Bu bolgenin hemizigot delesyonu ¢oklu sistem hastaligr olan
Williams-Beuren sendromuna yol agmaktadir. Williams-Beuren sendromu 26-28 gen
igeren 1,5-1,8 milyon bazlik bir kromozomal bolgenin kayb1 sonucu olusan ardisik
(contiguous) gen sendromudur (78). Hastaliktaki kardiyovaskiiler patolojilerden
sorumlu olan gen ELN’dir ve bu genin delesyonu Williams sendromu tanisi alan

olgularin %96’sinda saptanmistir (79).

Sendromdan sorumlu olan genler ele alindiginda genotip-fenotip korelasyonu
calismalarinda sorumlu oldugu klinik bulgu en net sekilde agiklanmis olan tek gen
ELNdir. Ayrica sendroma ait diger fenotipik bulgulardan hangi genlerin sorumlu
oldugu ile ilgili caligmalar da vardir. Entelektiiel yetersizlik, bilissel ve davranissal
bozukluklardan LIMK1, CLIP2, TFII-I transkripsiyon ailesi tiyeleri olan GTF2IRD],

GTF2I genlerinin sorumlu oldugu disiiniilmektedir (80-82). Vandeweyer ve
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arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada karsit goriis olarak CLIP2 geninin bilissel
fonksiyonlardan sorumlu kritik bir gen olmadig: iddia edilmistir. Bu goriisii, sadece
CLIP2 geninde heterozigot delesyon bulunan saglikli ikiz kardesleri gosterek ileri
stirmiislerdir (83). BAZIB geninin bir kopyasinin kaybinin ise hiperkalsemiye yol
acabilecegi ile ilgili ip uglart yapilan calismalarda elde edilmistir (84). Ferrero ve
arkadaslari, hafif dismorfik yiiz bulgular1 olan, hafif formda Williams Sendrom’lu bir
erkek cocukta yaptig1 analizler sonucunda GTF2IRD1 ve GTF2I genlerini igermeyen
bir delesyon saptamislardir. Bu nedenle ilgili genlerin sendroma 6zgii dismorfik yiiz

bulgularindan sorumlu olabilecegini bildirmislerdir (85).

Bizim olgumuzda sendroma sebep olan kritik gen bolgesi tamamen delesyona
ugramistir. Hasta uzun siire ¢esitli merkezlerde agir mental yetersizlik tanisi ile takip
edilmisti. Bunun yanisira sendroma 6zgi kiigiik upturned burun, uzun filtrum gibi
karakteristik yiiz 6zellikleri yerine yiiksek burun kopriisii, belirgin columella, kisa
filtrum gibi klinik bulgular vardi. Ayrica yine sendromun karakterisitik bulgularindan
olan kalp anomalileri ve hiperkalsemi dykiisii de bulunmamaktayd: ancak Willams
sendromlu olgularda nadir olarak tanimlanmis skolyoz bulunmaktaydi. Kritik gen
bolgesinin tamaminin delesyona ugramasi nedeniyle fenotipik bulgulardan sorumlu
genler ile ilgili genotip-fenotip iliskilendirmesi yapilamamustir. Fakat atipik bulgulara
sahip olan olgu, molekiiler karyotipleme sistemleri ile taniya gidilen olgulara bir 6rnek

olusturmaktadir.

Olgu 4’te tespit edilen, kromozom 8p23.1°deki kayip ve kromozom
14q32.33’deki kazang bolgesinin ise daha once bahsedilmis oldugu gibi benign bir

degisiklik oldugu diisiiniilmiistir.

Molekiiler karyotipleme ¢aligmalar1 sonucunda Olgu 5’te 14 ve 22.
kromozomlara ait kayip bolgeleri tespit edilmistir. Kromozom 14q11.2°de bulunan 1
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Mb boyutundaki delesyon bolgesi CHDS, RAB2B, METTL3, SALL2, TOX4, OR10G3,
ORI10G2, OR4E? genlerini igermektedir. Bu sonug ile olguda 14q11.2 mikrodelesyon

sendromu tanisina varilmaistir.

Terrone ve arkadaslarinin, 21 yasinda entelektiiel yetersizligi, otizm bulgulari,
dismorfik yiiz 6zellikleri ve agir obezitenin goriildiigii kadin olguda yaptig1 array CGH
analizlerinde kromozom 14q11.2 bolgesinde kayip saptanmistir. Biiytlikliigii 2,8 Mb
olan delesyon bilinen 47 gen icermektedir. Bu genlerden en dnemlileri CHDS ve
MMPI4’tir. CHDS bir kromodomain helikaz DNA baglayici protein olup, otizm
spektrumu hastaliklari ile iligkilendirilmistir. MMP 14 ise bir matriks metalloproteinazi
olup obezite ve tip 2 diyabet ile baglantisi vardir. Ayrica bu ¢aligmada sunulan olgudan
yola c¢ikarak, 14q11.2 mikrodelesyonunun Wolf Hirschhorn Sendromu (WHS) ile

fenotipik 6zelliklerinin ¢ok benzedigi iddia edilmistir (86).

Bu fenotipik 6zellikler; hipertelorizm, kisa burun, basik burun kopriisii, uzun
filtrum, belirgin iist dudak ve kulak anomalileridir. Fenotipten, 35 kb biiyiikliigiinde
CHDS ve SUPTI6H genlerini igeren bir minimal kritik delesyon bolgesi sorumludur
(87). WHS ise bir ardisik (contigious) gen sendromu olup kromozom 4p16.3’de kayip
sonucu meydana gelir. Fenotipik 6zellikleri arasinda mikrosefali, ark seklinde kaslar,
hipertelorizm, epikantus, ‘yunan migferi’ goriinlimli burun, asagi doniik agiz koseleri

ve mikrognati vardir (88).

Bizim olgumuz da fenotipik olarak nadir goriilen bir hastalik olan 14q11.2
mikrodelesyon sendromunda goriilen bulgular1 tasimaktadir. Terrone ve
arkadaglarinin tanimladig1 olgudan farkli olarak delesyon bolgesi daha kiiglik boyutta
olup MMPI14 genini icermemektedir. Bu gen ile iligskilendirdikleri obezite ve tip 2

diyabet de olgumuzda goriillmemektedir. Sonu¢ olarak Olgu 5°te 14qll.2
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mikrodelesyon sendromundan sorumlu minimal kritik bolgenin delesyonu gosterilerek

hastaya tan1 konulmustur.

Olguda tanimlanan bir diger kayip bolgesi olan 11q13.4’te bulunan genler ile

klinik bulgular arasinda bir iliski kurulamamagtir.

Olgu 6°da yapilan mikroarray analizleri sonucunda iki adet kayip ve bir adet
kazang bolgesi oldugu goriilmiistiir. Kayip bolgelerinden ilki 5 Mb biiyiikliigiinde olup
kromozom 1p36.33-p36.31 lokuslari arasinda bulunmaktadir. Elde edilen bu sonug ile
olguya 1p36 delesyon sendromu tanist konulmustur. 1p36 delesyon sendromu bir
ardigik gen delesyon sendromu olup, entelektiiel yetersizlik ile birlikte ¢oklu dogumsal
anomalilerin gorildigi bir bozukluktur (89). Boy kisaligi, mikrosefali, belirgin alin,
derin yerlesimli gozler, orta yiiz hipoplazisi, kulak anomalileri, isitme kayb1, hipotoni,
epileptik ndbetler ve dogumsal kalp defektleri sendromda goriilen klinik

bulgulardandir (90).

Fenotipe neden olan genler incelendiginde, Gazecka ve arkadaslari tarafindan
yapilan ¢alismada delesyon bolgesinde bulunan KCNAB2 geni sendromda goriilen
epileptik nobetler i¢in aday gen olarak gosterilmistir. GABRD geni ise sendromdaki

noropsikiatrik anormalliklerden sorumlu tutulmustur (91).

Konu ile ilgili bir diger caligma Rosenfeld ve arkadaslari tarafindan yapilmistir.
Caligmaya dahil edilen 5 hastada, kromozom 1p36.33 bolgesinde, 200-823 kb
boyutlar1 arasinda degisen delesyon saptanmistir. Bu hastalarda birbiri ile ortiisen en
kii¢lik kromozomal bolge 174 kb olup, 5 gen igermektedir. Hastalar arasindan epileptik
nobetlerin goriildigl ikisinde GABRD geninin delesyonu tespit edilmis olup diger

hastalarda goriilmemistir (92).
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De Leeuw ve Houge ise PRDM 16 genini sendromda goriilen kardiyomiyopati

bulgusunun nedeni olarak gostermislerdir (93).

Epileptik nobetleri olan Olgu 6’da GABRD ve KCNB2 gibi 6nemli genler
delesyona ugramis olup, olgumuz bu genlerde daha Once yapilan calismalar
desteklemektedir. Kayip bolgesinde bulunan bir diger gen PRDM16 olup olgumuzda
kardiyomyopati bulgusu saptanmamustir. Ozgegmisinde sadece PDA kapatilma
Oykiisii vardir. Bu yoniiyle De Leeuw ve Houge (2014) tarafindan yapilan ¢alismay1

destekleyici bir bulgu elde edilmemistir.

Olguda goriilen kromozom 14q32.33 bolgesindeki kazang benign degisiklik
olarak degerlendirilmistir. Kromozom 11p12 lokusundaki kayip bdlgesi ise bilinen bir

gen icermeyip klinik ile iligkilendirilmemistir.

Olgu 7°de yapilan molekiiler karyotipleme calismalar1 sonucunda 3 adet
kazang bolgesi oldugu goriilmiistiir. Bunlardan en biiyiigii 14q32.33 kromozomal

bolgesinde olup herhangi bir klinik 6nem teskil etmemektedir.

Ikinci kazang bolgesi kromozom Xpll.4’te goriilmiis olup 543 kb
blytikliiglindedir. DECIPHER veritabaninda yapilan arastirmalarda, kazang bolgeleri
olgumuzda bulunan kazang bolgesinin i¢inde yer alan iki olgu tespit edilmistir. Veri
tabanindaki 289188 numarali hastada saptanmis olan 514 kb biiyiikliigiindeki kazang
bolgesi sadece ATP6AP2 genini igermektedir ve bu hastada klinik bulgu olarak absans
ndbetleri tanimlanmigtir. Veritabaninda bulunan bir diger olgu tanimlanan tek
bulgunun 6grenme giicliigli oldugu 289211 numaral hasta olup, 88 kb biiyiikliigiinde
sadece ATP6AP2 genini igeren bir kazang bolgesine sahiptir. Olgu 7°de entelektiiel
yetersizlik ve epilepsi nedeniyle takip edilmis olup, ¢ekilen uyku EEG’sinde hizl

dalga yavas diken paterni oldugu goriilmiistiir. Bu durum kayip bdlgesindeki ortak gen
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olan ATP6AP2 geninin, olgularda goriilen entelektiiel yetersizlik ve ndbetlerden
sorumlu olabilecegini gdstermektedir. Ilgili gen bir ATPaz olan Adenozin triptofaz ile
iliskilendirilmis bir proteini kodlamaktadir. ATPazlar enerji korunumu, sekonder aktif
transport, hiicre i¢ci pH homeostazinda gorev almaktadirlar (64). Hedera ve arkadaslari
entelektiiel yetersizlik, gelisme geriligi, konugma bozuklugu ve epilepsi bulunan 7
hastada ATP6AP2 geninde mutasyon tanimlamislardir (94). Gendeki mutasyona bagli
olarak ortaya ¢ikan bu hastalik ‘X’e bagli Mental Retardasyon, Hedera tip’ (OMIM
300423) adin1 almistir. Ardindan Ramser ve arkadaslart ayni gende ‘ekzonik splicing
enhancer’ bolgesinde bulundugu varsayilan bir mutasyon tanimlamiglardir (95).
Yaptigimiz arastirmalarda bu konu ile ilgili bagka bir yayina rastlamamis olmakla
birlikte, olgumuz ad1 gecen geni iceren kazang bolgesi bulunmasi sonucu ortaya ¢ikan

fenotip nedeniyle daha 6nce yapilan bu iki calismay1 destekleyici niteliktedir.

ATP6AP2 geninin iligkilendirildigi bir diger hastalik ise X’e bagh
Parkinsonizm’dir. Ilk olarak Poorkaj ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda,
parkinsonizm ve spastisite bulgular1 bulunan bir ailede yapilan baglanti analizlerinde
kromozomal bolge (Xpll1.2-q13.3) tanimlanmistir (96). Ardindan Korvatska ve
arkadaslari tarafindan 2013 yi1linda ATP6A4P2 geninde asir1 ekspresyon ile sonuglanan
bir transisyon saptamislardir (97). Olgumuz su an itibari ile parkinsonizm bulgular1
gostermemekte olup, bundan sonraki yasaminda bu agidan takip edilmesi

Onerilmektedir.

Olgu 7°de goriilen son kazang bolgesi kromozom 22q11.2 lokusunda olup

sadece MIR650 genini icermektedir. Bu degisiklik klinik ile iliskilendirilmemistir.

Yapilan mikroarray analizleri sonucu Olgu 8’de 12q24.11-q24.33 lokuslari
arasinda yaklagik 23 Mb biiyiikliiglinde kazang ve 10q26.3 lokusunda 2,3 Mb
biiyiikliigiinde bir kayip saptanmistir. Kayip bolgesinde 33 gen bulunmakla birlikte
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bunlardan ikisi (CALY ve DPYSL4) genleri noronal gelisim ile iligkilendirilmistir (98).
Yatsenko ve arkadaglari tarafindan 10q26 delesyonu bulunan, kayip bolgesinin CALY
genini de icerdigi bir olgu tanimlanmistir. Olguda goriilen klinik 6zellikler; entelektiiel

yetersizlik, mikrosefali ve kisa boy olup bizim olgumuz ile benzerlik gostermektedir

(99).

Plaisancie ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis olan olguda ise 10g26.2-26.3
kromozomal bolgesinde CALY genini de iceren bir delesyon bulunmaktadir. Olguda
hafif entelektiiel yetersizlik, hiperaktivite, anksiyete bozuklugu tanimlanmistir (100).
Olgu 8’de gelisme geriligi goriilmekle birlikte psikometrik degerlendirme yapabilmek
icin hastanin yasinin kii¢iik olmasi nedeni ile entelektiiel yetersizlik ile ilgili kesin
sonu¢ elde edilememistir. Buna ragmen CALY geninde delesyon olan yukarida
bahsedilen olgularda benzer klinik ozellikler ve entelektiiel yetersizlik oldugu

goriilmektedir.

Olgu 8’de tespit edilen bir diger 6nemli degisiklik kromozom 12q23.3-q24.31
bolgesindeki duplikasyondur. Bouman ve arkadaslari tarafindan 16 yasinda erkek bir
olguda yapilan ¢alismada kromozom 12q24.21-24.23 bolgesinin fenotipten sorumlu
kritik bolge olabilecegi diisliniilmiistiir (101). Olgunun klinik 6zellikleri arasinda
gelisim  basamaklarinda gerilik, konusmada gecikme, gastointestinal sistem
bozukluklari, ark seklinde kaslar, hipertelorizm, genis burun kokii tanimlanmis olup
Olgu 8’deki bulgular ile benzerlik gostermektedir. Duplikasyon bolgesindeki
fenotipten sorumlu olabilecegi diisiiniilmiis olan PTPNI1, TBX5 ve TBX3 genlerinin
Olgu 8’de de duplike olduklar1 goriilmiistiir. PTPNII geninin duplikasyonunun
Noonan Sendromu’na yol agabilecegi bildirilmis olmakla birlikte, Olgu 8 Noonan

Sendromu 6zelliklerini tasimamaktadir. 7BX5 ekspresyon artiginin ise konjenital kalp
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defektleri ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (102). Olgu 8 de EKO’da ASD ve PDA

oldugu saptanmustir.

Sonug olarak mikroarray bazli sistemler; sitogenetik taniyr mikroskoptan
bilgisayara tagiyan, ayni anda genomda binlerce bolgeyi tarayip dengesiz kromozomal
degisimleri saptayan teknolojilerdir. Array tabanli sistemler ile tim genomun
taranmasi baglangicta arastirma amagh kullanilmaya baslanmis olup, giiniimiizde rutin
tan1 testleri arasindaki yerini almistir. BOylece entelektiiel yetersizlik ve\veya coklu
dogumsal anomalileri bulunan hastalarda daha hizli bir sekilde tan1 konulabilmekte,
nedeni bilinmeyen entelektiiel yetersizlik grubunu olusturan olgu sayisi giderek
azalmaktadir. Klinik 6n tanisi konulmus hastalarin kesin molekiiler tanisinin
belirlenebilecegi gibi, klinik olarak tan1 konulamayan hastalarda genotip-fenotip
korelasyonu kurularak taniya gidilebilmektedir. Ayrica yeni
mikrodelesyon\mikroduplikasyon sendromlarinin kesfine, sebebi bilinmeyen genetik
sendromlardan sorumlu genlerin tespitine olanak saglamaktadir. Hastaliga sahip
cocuklara kesin molekiiler taninin konulmas: ile saglikli bir gebelik sahibi olmak
isteyen aileler i¢in, prenatal veya preimplantasyon genetik tan1 olanagr dogmaktadir.
Umuyoruz ki zamanla bu konuda yapilan ¢alismalarin sayisinin artmasi ile insan

genomunun karanlik kisimlar1 aydinlatilabilecektir.
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6. SONUC

Nedeni bilinmeyen entelektiiel yetersizlik, dismorfik yiiz bulgular1 ve\veya
coklu dogumsal anomalileri bulunan, konvansiyonel karyotip analizlerinde herhangi
bir patoloji saptanmamig 30 hasta array-CGH yoOntemi ile analiz edilmis ve 8 hastada
patoloji saptanmig, uygun bir algoritma izlenerek taniya gidilmeye g¢alisiimistir.
Mikroarray teknolojilerinin bu grup hastanin tanisinda hizli ve kesin ¢éziim oldugu

gosterilmis ve bazi olgularda literatiire katki saglayacak sonuglar elde edilmistir.

Patolojik bulgularin yanisira bir¢cok olguda ortak olarak goriilen benign

degisiklikler de tespit edilmistir. Bu degisiklikler;

. 8p23.1 bant bolgesinde delesyon, 12 olguda

. 14q32.33 bant bolgesinde goriilen duplikasyon, 18 olguda
. 10q11.22 bant bolgesinde delesyon, 5 olguda saptanmustir.

Bu teknoloji, genis bir etiyolojik spektrumu olan fakat nedeni bulunamamis
entelektiiel yetersizlik olgulariin molekiiler sitogenetik yoOniiniin arastirilmasina,
sebep olan yeni genlerin kesfine ve bununla birlikte mikrodelesyon\mikroduplikasyon

sendromlarinin tespitine de olanak saglamaktadir.

61



. KAYNAKLAR

. American Association on Intellectual and Developmental Disabilities.
Intellectual Disability: Definition, Classification, and Systems of Supports.
Eleventh Edition. 2010. Washington.

. Heather C. Mefford, Mark L. Batshaw and Eric P. Hoffman. Genomics,

Intellectual Disability and Autism. N Engl J Med 2012; 366:733-43.

. Park et al. The clinical application of array CGH for the detection of

chromosomal defects in 20,126 unselected newborns. Molecular Cytogenetics

2013; 6:21

. De Vries BB, Winter R, Schinzel A, van Ravenswaaij-Arts C. Telomeres: a
diagnosis at the end of the chromosomes. J Med Genet 2003; 40:385-98.

. C Shaw-Smith, R Redon, L Rickman, M Rio, L Willatt, H Fiegler, H Firth, D
Sanlaville, R Winter, L Colleaux, M Bobrow, N P Carter. Microarray based
comparative genomic hybridisation (array-CGH) detects submicroscopic
chromosomal deletions and duplications in patients with learning
disability/mental retardation and dysmorphic features. J] Med Genet 2004;
41:241-248.

. Hochstenbach R, van Binsbergen E, Engelen J, Nieuwint A, Polsta A, et al.
Array analysis and karyotyping: workflow consequences based on a
retrospective study of 36,325 patients with idiopathic developmental delay in
the Netherlands. Eur ] Med Genet 2009; 52:161-69.

. J Schoumans, C Ruivenkamp, E Holmberg, M Kyllerman, B-M Anderlid, M
Nordenskjold. Detection of chromosomal imbalances in children with

idiopathic mental retardation by array based comparative genomic

hybridisation (array-CGH). J Med Genet 2005; 42:699-705.

62



10.

11

12.

13.

14.

15.

Plomin, Robert; Spinath, Frank M. Intelligence: Genetics, Genes, and
Genomics. Journal of Personality and Social Psychology 2004; 86(1):112-
129.

G Davies, A Tenesa, A Payton, J Yang, S E Harris, D Liewald, X Ke, S Le
Hellard, A Christoforou, M Luciano, K McGhee, L Lopez, A J Gow, J
Corley, P Redmond, H C Fox, P Haggarty, L J Whalley, G McNeill, M E
Goddard, T Espeseth, A J Lundervold, I Reinvang, A Pickles, V M Steen, W
Ollier, D J Porteous, M Horan, J] M Starr, N Pendleton, P M Visscher and I J
Deary. Genome-wide association studies establish that human intelligence is

highly heritable and polygenic. Molecular Psychiatry 2011; 16;996-1005.

Jennifer K. Inlow , Linda L. Restifo. Molecular and Comparative Genetics of

Mental Retardation. Genetics 2004; 166: 835-881.

. Andreas Tzschach, Hans-Hilger Ropers. Genetics of Mental Retardation.

Dtsch Arztebl 2007; 104(20): A 1400-5.

Lisenka E. L. M .Vissers, Bert B. A. de Vries, Joris A. Veltman. Genomic
microarrays in mental retardation: from copy number variation to gene, from

research to diagnosis. J] Med Genet 2010; 47:289¢297.

Derek A. Chapman, Keith G. Scott, Tina L. Stanton-Chapman. Public Health
Approach to the Study of Mental Retardation. American Journal on Mental
Retardation 2008; Vol. 113.

Siggberg L, Ala-Mello S, Jaakkola E, Kuusinen E, Schuit R, Kohlhase J, et al.
Array CGH in molecular diagnosis of mental retardation—A study of 150

Finnish patients. Am J Med Genet Part A 2010; 152A: 1398-1410.

Bauters M, Esch H, Marynen P, Froyen G. X chromosome array-CGH for the
identification of novel X-linked mental retardation genes. Eur ] Med Genet

2005; 48: 263-75.

63



16.

17.

18

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Foreman P. Education of students with an intellectual disability. 1st ed.

United States of America. Information age Publishing; 2009.

Jamel Chelly, Malik Khelfaoui, Fiona Francis, Beldjord Cherif, Thierry
Bienvenu. Genetics and pathophysiology of mental retardation. European

Journal of Human Genetics 2006; 14:701-713.

. Nussbaum RL, Mclnnes RR, Willard HF, Boeerkoel III. Thompson &

Thompson: Tibbi Genetik. 6. Baski, Glines Kitabevi, Ankara; 2005.

Aneuploidy. Encyclopedia of Cancer 2012, pp 178-184.

Delhanty J.D.A. Mechanisms of aneuploidy induction in human oogenesis

and early embryogenesis. Cytogenet Genome Res 2005; 111:237-244.

So I. Nagaoka, Terry J. Hassold, Patricia A. Hunt. Human aneuploidy:
mechanisms and new insights into an age-old problem. Nature Reviews

Genetics 2012; 13:493-504.

Aniek Janssen, Marja van der Burg, Karoly Szuhai, Geert J. P. L. Kops, René
H. Medema. Chromosome Segregation Errors as a Cause of DNA Damage
and Structural Chromosome Aberrations. Science 30 September 2011; 333:

1895-1898.

Liesbeth Rooms, Edwin Reyniers, R. Frank Koo. Subtelomeric
rearrangements in the mentally retarded: A comparison of detection methods.

Hum Mutat 2005; 25:513-524.
Riethman HC, Xiang Z, Paul S, Morse E, Hu X-L, Flint J, et al. Integration of

telomere sequences with the draft human genome sequence. Nature 2001;

409: 948-51.

64



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Gopalrao V. N. Velagaleti, Sally S. Robinson, Bobby M. Rouse, Vijay S.
Tonk, Lillian H. Lockhart. Subtelomeric rearrangements in idiopathic mental

retardation. The Indian Journal of Pediatrics August 2005; 72:679-685.

Yue Luol, Karen E. Hermetz1, Jodi M. Jacksonl, Jennifer G. Mulle, Anne
Dodd, Karen D. Tsuchiya, Blake C. Ballif, Lisa G. Shaffer, Jannine D. Cody,
David H. Ledbetter, Christa L. Martin and M. Katharine Rudd. Diverse
mutational mechanisms cause pathogenic subtelomeric rearrangements.

Human Molecular Genetics 2011; 20:19.

Elektronik veritabani: http:/www.omim.org

Jozef Gecz, Chery Shoubridge and Mark Corbett. The genetic landscape of
intellectual disability arising from chromosome X. Trends in Genetics 2009;

25:7.

Karen Helene Orstavik. X chromosome inactivation in clinical practice.

Human Genetics. 2009; 126:363-373.

Kazuki Yamazawa, Tsutomu Ogata and Anne C. Ferguson-Smith.
Uniparental disomy and human disease: An overview. Am J Med Genet Part

C Semin Med Genet 2010 153C:329-334.

Christopher Schroeder, Arif Bu“lent Ekici, Ute Moog, Ute Grasshoff, Ulrike
Mau-Holzmann, Marc Sturm, Vanessa Vosseler, Sven Poths, Gudrun
Rappold, Angelika Riess, Olaf Riess, Andreas Dufke and Michael Bonin.
Genome-wide UPD screening in patients with intellectual disability.

European Journal of Human Genetics 2014; 22:1233-123.

Helen A.L. Tuppen, Emma L. Blakely, Douglass M. Turnbull, Robert W.
Taylor. Mitochondrial DNA mutations and human disease. Biochimica et

Biophysica Acta 2010; 1797:113-128.

65


http://www.omim.org/

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Eric A. Schon, Salvatore DiMauro and Michio Hirano. Human mitochondrial
DNA: roles of inherited and somatic mutations. Nature reviews genetics

2012; volume 13.

Feinstein C, Reiss AL. Psychiatric disorder in mentally retarded children and
adolescents: the challenges of meaningful diagnosis. Child Adolesc Psychiatr

Clin North Am, 1996; 5: 827-52.

Hans van Bokhovena, Jamie M. Kramer. Disruption of the epigenetic code:
An emerging mechanism in mental retardation. Neurobiology of Disease

2010; Volume 39, Issue 1.

Jamie M. Kramera, Hans van Bokhoven. Genetic and epigenetic defects in
mental retardation. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology

2009; Volume 41, Issue 1.

An integrated map of genetic variation from 1,092 human genomes. The 1000

Genomes Project Consortium. Nature 2012 vol. 49.

Edward S. Tobias, Michael Connor, Macolm Ferguson — Smith. Tibbi
Genetigin Esaslari. 6. Baski1 2013.

Santhosh Girirajan, Catarina D. Campbell and Evan E. Eichler. Human Copy
Number Variation and Complex Genetic Disease. Annu. Rev. Genet. 2011;

45:203-26.

Heather C. Mefford, Gregory M. Cooper, Troy Zerr, et al. A method for
rapid, targeted CNV genotyping identifies rare variants associated with

neurocognitive disease. Genome Res. 2009; 19: 1579-1585.

Bert B.A. de Vries1, Rolph Pfundtl, Martijn Leisink. Diagnostic Genome
Profiling in Mental Retardation. AJHG 2005; Volume 77, Issue 4.

Anita Rauch, Juliane Hoyer, Sabine Guth. Diagnostic yield of various genetic
approaches in patients with unexplained developmental delay or mental

retardation. Am J Med Genet Part A 140A:2063-2074.

66



43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Lisa Edelmanna and Kurt Hirschhorn. Clinical Utility of Array CGH for the
Detection of Chromosomal Imbalances Associated with Mental Retardation

and Multiple Congenital Anomalies. The Year in Human and Medical

Genetics 2009; 1151: 157-166.

Pawel Stankiewicz and Arthur L Beaudet. Use of array CGH in the
evaluation of dysmorphology, malformations, developmental delay, and

idiopathic mental retardation. Current Opinion in Genetics & Development

2007; 17:182-192.

Roland Hubaux, Victor D. Martinez, David Rowbotham, Wan L. Lam.
Comparative Genomic Hybridization and Array Based CGH in Cancer.

Molecular Testing in Cancer 2014; 27-37.

J B Ravnan, J H Tepperberg, P Papenhausen, A N Lamb, J Hedrick, D Eash,
D H Ledbetter, C L Martin. Subtelomere FISH analysis of 11 688 cases: an

evaluation of the frequency and pattern of subtelomere rearrangements in

individuals with developmental disabilities. J] Med Genet 2006; 43:478—4809.

D. M. Christofolini, M. A. De Paula Ramos, L. D. Kulikowski, F. T. Da Silva
Bellucco, S. I. N. Belangero, D. Brunonil, M. 1. Melaragno. Subtelomeric

rearrangements and copy number variations in people with intellectual

disabilities. JIDR 2010; 54:938-942.

Carolyn D Hurst, Heike Fiegler, Philippa Carr, Sarah Williams, Nigel P
Carter and Margaret A Knowles. High-resolution analysis of genomic copy
number alterations in bladder cancer by microarray-based comparative

genomic hybridization. Oncogene 2004; 23:2250-2263.

Solinas-Toldo S, Lampel S, Stilgenbauer S, Nickolenko J, Benner A, Dohner
H, et al. Matrix-based comparative genomic hybridisation: biochips to screen

for genomic imalances. Genes Chrom Cancer 1997; 20 (4): 399-407.

67



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Gurdeep S. Sagoo, Adam S. Butterworth, Simon Sanderson, Charles Shaw-
Smith, Julian P. T. Higgins and Hilary Burton. Array CGH in patients with
learning disability (mental retardation) and congenital anomalies: updated
systematic review and meta-analysis of 19 studies and 13,926 subjects. Genet

Med 2009: 11(3):139 —146.

Min YS, Choi JH, Lee SY, Yoo NC. Applications of DNA Microarray in
Disease Diagnostics. J. Microbiol. Biotechnol 2009; 19 (7): 635—46.

Alkan C, Coe BP, Eichler EE. Genome structural variation discovery and

genotyping. Nat Rev Genet 2011; 12: 363-75.

Melanie Manning and Louanne Hudgins. Array-based technology and
recommendations for utilization in medical genetics practice for detection of

chromosomal abnormalities. Genet Med. 2010; 12(11):742—745.

Joanna Wiszniewska, Weimin Bi, Chad Shaw et. al. Combined array CGH
plus SNP genome analyses in a single assay for optimized clinical testing.

European Journal of Human Genetics 2014; 22:79-87.

Rauch A, Hoyer J, Guth S, et al. Diagnostic yield of various genetic
approaches in patients with unexplained developmental delay or mental

retardation. Am J Med Genet 2006; 140:2063-2074.

Miller DT, Adam MP, Aradhya S, et al. Consensus statement: chromosomal
microarray is a first-tier clinical diagnostic test for individuals with
developmental disabilities or congenital anomalies. Am J Hum Genet 2010;

86:749-764.

Hochstenbach R, van Binsbergen E, Engelen J, et al. Array analysis and
karyotyping: workflow consequences based on a retrospective study of
36,325 patients with idiopathic developmental delay in the Netherlands. Eur J
Med Genet 2009; 52:161-169.

David A. Koolen, Rolph Pfundt, Nicole de Leeuw, Jayne Y. Hehir-Kwa,
Willy M. Nillesen, Ineke Neefs, Ine Scheltinga, Erik Sistermans, Dominique

68



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Smeets, Han G. Brunner, Ad Geurts van Kessel, Joris A. Veltman and Bert
B.A. de Vries. Genomic Microarrays in Mental Retardation: A Practical

Workflow for Diagnostic Applications. Hum Mutat 2009; 30:283-292.

Elektronik veritabani:http://www.agilent.com/en-us/library/usermanuals
Elektronik veritabani: http://decipher.sanger.ac.uk

Elektronik veritabani: http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

Elektronik veritabani: http://www.ensembl.org

Elektronik veritabani: http://www.omim.org

Elektronik veritabani:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Cooper GM, Coe BP, Girirajan S, et al. A copy number variation morbidity
map of developmental delay. Nat Genet 2011; 838:43-46.

Molecular and Human Genetics, Baylor College of Medicine.

Bruno DL, Stark Z, Amor DJ, Burgess T, Butler K, Corrie S, et al. Extending
the scope of diagnostic chromosome analysis: detection of single gene defects

using high-resolution SNP microarrays. Hum Mutat. 2011; 32 (12): 1500-6.

Tamim H. Shaikh, Xiaowu Gai, Juan C. Perin, et al. High-resolution mapping
and analysis of copy number variations in the human genome: A data
resource for clinical and research applications. Genome Res. 2009; 19: 1682-

1690.

Redon R, Ishikawa S, Fitch KR, Feuk L, Perry GH, Andrews TD, et al.
Global variation in copy number in the human genome. Nature 2006; 444

(7118): 444-54.

Williams, S. R., Aldred, M. A., Der Kaloustian, V. M., Halal, F., Gowans, G.,
McLeod, D. R., Zondag, S., Toriello, H. V., Magenis, R. E., Elsea, S. H.
Haploinsufficiency of HDAC4 causes brachydactyly mental retardation

69


http://decipher.sanger.ac.uk/
http://www.ensembl.org/
http://www.omim.org/

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

syndrome, with brachydactyly type E, developmental delays, and behavioral
problems. Am. J. Hum. Genet. 2010; 87: 219-228.

Wheeler, P. G., Huang, D., Dai, Z. Haploinsufficiency of HDAC4 does not
cause intellectual disability in all affected individuals. Am. J. Med. Genet.

2014; 164A: 1826-1829.

W. Shoji et al. Biochemical and Biophysical Research Communications

2015; 461: 501e506.

Hans van Bokhoven, Jacopo Celli, Jeroen van Reeuwijk, Tuula Rinne, Bob
Glaudemans, Ellen van Beusekom, Paul Rieu, Ruth A Newbury-Ecob, Chin
Chiang & Han G Brunner. MYCN haploinsufficiency is associated with
reduced brain size and intestinal atresias in Feingold syndrome. Nature

Genetics 2005; 37:465 - 467.

Bettina Blaumeiser, Barbara Oehl-Jaschkowitz, Wiktor Borozdin and Jiirgen
Kohlhase. Feingold syndrome associated with two novel MYCN mutations in
sporadic and familial cases including monozygotic twins. Am J Med Genet

Part A 146A:2304-2307.

Abrahams, B. S., Tentler, D., Perederiy, J. V., Oldham, M. C., Coppola, G.,
Geschwind, D. H. Genome-wide analyses of human perisylvian cerebral

cortical patterning. Proc. Nat. Acad. Sci. 2007; 104: 17849-17854.

Alagramam, K. N., Yuan, H., Kuehn, M. H., Murcia, C. L., Wayne, S.,
Srisailpathy, C. R. S., Lowry, R. B., Knaus, R., Van Laer, L., Bernier, F. P,
Schwartz, S., Lee, C., Morton, C. C., Mullins, R. F., Ramesh, A., Van Camp,
G., Hageman, G. S., Woychik, R. P., Smith, R. J. H. Mutations in the novel
protocadherin PCDH15 cause Usher syndrome type 1F. Hum. Molec. Genet.
2001; 10: 1709-1718.

Ahmed, Z. M., Riazuddin, S., Ahmad, J., Bernstein, S. L., Guo, Y., Sabar, M.
F., Sieving, P., Riazuddin, S., Griffith, A. J., Friedman, T. B., Belyantseva, 1.
A., Wilcox, E. R. PCDH15 is expressed in the neurosensory epithelium of the

70



78.

79.

80.

81.

82.

83

84.

eye and ear and mutant alleles are responsible for both USHIF and DFNB23.
Hum. Molec. Genet. 2003; 12: 3215-3223.

Pober, B. R. Williams-Beuren syndrome. New Eng. J. Med. 2010; 362: 239-
252.

M C Lowery, C A Morris, A Ewart, L. ] Brothman, X L Zhu, C O Leonard, J
C Carey, M Keating, and A R Brothman. Strong correlation of elastin

deletions, detected by FISH, with Williams syndrome: evaluation of 235
patients. Am J Hum Genet. 1995 Jul; 57(1): 49-53.

C. Schubert. The genomic basis of the Williams — Beuren syndrome. Cell.

Mol. Life Sci. 2009; 66: 1178 — 1197.

Young, E. J., Lipina, T., Tam, E., Mandel, A., Clapcote, S. J., Bechard, A. R.,
Chambers, J., Mount, H. T., Fletcher, P. J., Roder, J. C. and Osborne, L. R.
Reduced fear and aggression and altered serotonin metabolism in Gtf2ird1-

targeted mice. Genes Brain. Behav. 2008; 7:224 — 234.

Merla, G., Howald, C., Henrichsen, C. N., Lyle, R., Wyss, C., Zabot, M. T.,
Antonarakis, S. E. and Reymond, A. Submicroscopic deletion in patients with
Williams-Beuren syndrome influences expression levels of the

nonhemizygous flanking genes. Am. J. Hum. Genet. 2006; 79:332 — 341.

. Vandeweyer, G., Van der Aa, N., Reyniers, E., Kooy, R. F. The contribution

of CLIP2 haploinsufficiency to the clinical manifestations of the Williams-

Beuren syndrome. Am. J. Hum. Genet. 2012; 90: 1071-1078.

Kitagawa, H., Fujiki, R., Yoshimura, K., Mezaki, Y., Uematsu, Y., Matsui,
D., Ogawa, S., Unno, K., Okubo, M., Tokita, A., Nakagawa, T., Ito, T.,
Ishimi, Y., Nagasawa, H., Matsumoto, T., Yanagisawa, J. and Kato, S. The
chromatin remodeling complex WINAC targets a nuclear receptor to

promoters and is impaired in Williams syndrome. 2003; 113: 905 —917.

71



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Ferrero, G. B., Howald, C., Micale, L, Biamino, E., Augello, B., Fusco, C.,
Turturo, M. G., Forzano, S., Reymond, A., Merla, G. An atypical 7q11.23
deletion in a normal IQ Williams-Beuren syndrome patient. Europ. J. Hum.

Genet. 2010; 18: 33-38.

Terrone G, Cappuccio G, Genesio R, Esposito A, Fiorentino V, Riccitelli M,
Nitsch L, Brunetti-Pierri N, Giudice ED. A case of 14q11.2 microdeletion
with autistic features, severe obesity and facial dysmorphisms suggestive of

Wolf—Hirschhorn syndrome. Am. J. Med. Genet 2013; Part A 164A:190-193.

Farah Zahir , Helen V Firth, Agnes Baross, Allen D Delaney, Patrice Eydoux,
William T Gibson, Sylvie Langlois, Howard Martin, Lionel Willatt, Marco A
Marra, Jan M Friedman. Novel deletions of 14q11.2 associated with
developmental delay, cognitive impairment and similar minor anomalies in

three children. ] Med Genet 2007; 44:556-561.

Agatino Battaglia, Tiziana Filippi, John C. Carey. Update on the clinical
features and natural history of Wolf—Hirschhorn (4p-) syndrome: Experience
with 87 patients and recommendations for routine health supervision. . Am. J.

Med. Genet. 2008; Part C 148C:246-251.

Shapira, S. K., McCaskill, C., Northrup, H., Spikes, A. S., Elder, F. F. B.,
Sutton, V. R., Korenberg, J. R., Greenberg, F., Shaffer, L. G. Chromosome
1p36 deletions: the clinical phenotype and molecular characterization of a

common newly delineated syndrome. Am. J. Hum. Genet. 1997; 61: 642-650.

Battaglia, A., Hoyme, H. E., Dallapiccola, B., Zackai, E., Hudgins, L.,
McDonald-McGinn, D., Bahi-Buisson, N., Romano, C., Williams, C. A.,
Brailey, L. L., Zuberi, S. M., Carey, J. C. Further delineation of deletion 1p36
syndrome in 60 patients: a recognizable phenotype and common cause of

developmental delay and mental retardation. Pediatrics 2008; 121: 404-410.

Gajecka M, Mackay KL, Shaffer LG. Monosomy 1p36 deletion syndrome.
Am J Med Genet 2007; 145C:346-356.

72



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Rosenfeld, J. A., Crolla, J. A., Tomkins, S., Bader, P., Morrow, B., Gorski, J.,
Troxell, R., Forster-Gibson, C., Cilliers, D., Hislop, R. G., Lamb, A., Torchia,
B., Ballif, B. C., Shaffer, L. G. Refinement of causative genes in monosomy

1p36 through clinical and molecular cytogenetic characterization of small

interstitial deletions. Am. J. Med. Genet. 2010; 152A: 1951-1959.

de Leeuw, N., Houge, G. Loss of PRDM16 is unlikely to cause
cardiomyopathy in 1p36 deletion syndrome. (Letter) Am. J. Hum. Genet.
2014; 94: 153-154.

Hedera, P., Alvarado, D., Beydoun, A., Fink, J. K. Novel mental retardation-
epilepsy syndrome linked to Xp21.1-p11.4. Ann. Neurol. 2002; 51: 45-50.

Ramser, J., Abidi, F. E., Burckle, C. A., Lenski, C., Toriello, H., Wen, G.,
Lubs, H. A., Engert, S., Stevenson, R. E., Meindl, A., Schwartz, C. E.,
Nguyen, G. A unique exonic splice enhancer mutation in a family with X-
linked mental retardation and epilepsy points to a novel role of the renin

receptor. Hum. Molec. Genet. 2005; 14: 1019-1027.

Poorkaj, P., Raskind, W. H., Leverenz, J. B., Matsushita, M., Zabetian, C. P.,
Samii, A., Kim, S., Gazi, N., Nutt, J. G., Wolff, J., Yearout, D., Greenup, J.
L., Steinbart, E. J., Bird, T. D. A novel X-linked four-repeat tauopathy with
parkinsonism and spasticity. Mov. Disord. 2010; 25: 1409-1417.

Korvatska, O., Strand, N. S., Berndt, J. D., Strovas, T., Chen, D.-H.,
Leverenz, J. B., Kiianitsa, K., Mata, I. F., Karakoc, E., Greenup, J. L.,
Bonkowski, E., Chuang, J., Moon, R. T., Eichler, E. E., Nickerson, D. A.,
Zabetian, C. P., Kraemer, B. C., Bird, T. D., Raskind, W. H. Altered splicing
of ATP6AP2 causes X-linked parkinsonism with spasticity (XPDS). Hum.
Molec. Genet. 2013; 22: 3259-3268.

Melita Irving, Helen Hanson, Peter Turnpenny, Carole Brewer, Caroline
Mackie Ogilvie, Angela Davies, and Jonathan Berg. Deletion of the Distal
Long Arm of Chromosome 10;Is There a Characteristic Phenotype? A Report
of 15 De Novo and Familial Cases. Am J Med Genet 2003; 123A:153-163.

73



99. S.A. Yatsenko, M.C. Kruer, P.I. Bader, D. Corzo, J. Schuette, C.E. Keegan,
B. Nowakowska, S. Peacock, W.W. Cai, D.A. Peiffer, K.L. Gunderson, Z.
Ou, A.C. Chinault, S.W. Cheung, Identification of critical regions for clinical
features of distal 10q deletion syndrome, Clin. Genet. 2009; 76: 54-62.

100. Plaisancié J, Bouneau L, Cances C, Garnier C, Benesteau J, Leonard
S, Bourrouillou G, Calvas P, Vigouroux A, Julia S, BiethE. Distal 10q
monosomy: New evidence for a neurobehavioral condition? Eur J] MedGenet.

2014 Jan;57(1):47-5.

101. A. Bouman, A. Schuitema, R. Pfundt, G. Zande, T. Kleefstra. Clinical
delineation of a patient with trisomy 12q23q24. Eur J MedGenet. 2013;
56:463-469.

102. Shchelochkov OA, Patel A, Weissenberger GM, Chinault AC,
Wiszniewska J, Fernandes PH, Eng C, Kukolich MK, Sutton VR. Duplication
of chromosome band 12q24.11q24.23 results in apparent Noonan syndrome.

Am J Med Genet 2008; 146A:1042-1048.

74



8. OZET

“Nedeni Ag¢iklanmamis Entelektiiel Yetersizligi olan ve/veya dismorfik hastalarda

array -CGH yontemi ile submikroskobik kromozomal degisikliklerin arastirilmasi”

Entelektiiel yetersizlik ve eslik eden dogumsal anomaliler toplum
icerisinde siklig1 az olmakla birlikte nedenleri incelendiginde oldukca genis bir
etyolojik spektruma sahiptir. Entelektiiel yetersizlik, dismorfik yiiz bulgulari,
cesitli konjenital anomaliler gibi bozukluklara yol agan nedenler arasinda
kromozomal degisiklikler 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu degisikliklerden 5
Mb’dan biiyiik olanlar1 konvansiyonel sitogenetik yontemlerle tespit edilebilmekle
beraber  karyotip analizi normal bulunan hastalarda  etyolojinin
aydinlatilabilmesinde mikroarray sistemlerinin 6nemi oldukg¢a biiyiiktiir. Array
tabanli yontemler ile bu grup hastalarin % 12- 14 kadarina tan1 konulabilmektedir.
Yiiksek ¢oziiniirlikte molekiiler sitogenetik bir yontem olan Array-CGH Kkiiciik
boyutlu delesyon ve duplikasyonlari saptayarak, nedeni tespit edilemeyen
entelektiiel yetersizlik olgularinin etyolojisinin aydinlatilmasina ve sebep olan yeni

genlerin kesfine olanak saglamaktadir.

Bu calisma ile, nedeni agiklanmamis entelektiiel yetersizligi olan
ve/veya dismorfik hastalarda, kromozom analizi normal olan 30 hasta Array CGH
8x60K ISCA yontemi ile taranarak konvansiyonel yontemler ile saptanamayan
delesyon ve duplikasyonlar arastirilmis ve 8 hastada patoloji saptanarak bu

sistemlerin tan1 giicii dogrulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Entelektiiel yetersizlik, Array CGH, Molokiiler sitogenetik

yontemler
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9. SUMMARY

“Investigation of Submicroscopic Chromosomal Anomalies on Patients with

Unexplained Intellectual Disabilities with Molecular Karyotyping”

Intellectual disabilities and concomitant congenital anomalies are rarely seen
on general population, but have a large etiologic spectrum. Chromosomal
abnormalities are one of the significant reasons of intellectual disabilities,
dysmorphism and various congenital anomalies. Conventional cytogenetic techniques
can only detect abnormalities greater than 5 Mb. Microarray systems are mostly used
to identify the etiology in patients whose karyotype revealed as normal. Array based
methods can be useful to detect anomalies smaller than 3 Mb to kilobase levels with a
ratio of % 12-14. As a result, small interstitial deletions and duplications could be

detected and new genes could be discovered with microarray techniques.

In this study, 30 patients with idiopathic mental retardation and/or congenital
anomaly and normal detected chromosome analyses, had been investigated for small
deletions or duplications with “Array CGH 8x60K ISCA” and the diagnostic yield of
these microarray technologies has been confirmed with detection of 8 causative

anomaly on a patient.

Keywords: Intellectual disabilities, Array-CGH, Molecular cytogenetic techniques
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