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1. GENEL BILGILER

Insan genomu, bireyler arasinda varyasyonlar gdstermektedir. Bu
varyasyonlar, kisilerin birbirinden farkli 6zelliklere sahip olmasini sagladigi gibi,
hastaliklara da neden olabilmektedir. Bireyler arasi farkli fenotipten sorumlu olan
genetik farkliliklar, teknolojinin gelismesiyle birlikte, niikleotid diizeyine kadar tespit

edilebilir hale gelmistir.
1.1 GENETIK VARYASYONLAR VE CNV TANIMI

Bireyler arasi genetik varyasyonlar farkl tiplerde olup, uzunluklarina gore ii¢

grupta incelenmektedir (Sekil 1):
1) Tek niikleotid degisimleri (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
2) Kisa (2-50 baz) insersiyon, delesyonlar ve ardisik tekrarlar

3) DNA segmentlerinin 50 bazdan biiyiik degisimleri (insersiyon, delesyon,
inversiyon, translokasyon gibi dengeli veya dengesiz olaylar): Yapisal varyantlar [1].
Kopya sayist degisimleri (Copy Number Variation, CNV), dengesiz yapisal

varyantlarin 6nemli bir alt grubudur.



oTek Nikleotid Degisimi

AN eTek Nikleotid Deleyonu
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Degisimleri
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>50 baz)

Sekil 1: Uzunluklarina Gore Genetik Varyasyonlar

CNV’nin klasik tanimlamasi; referans genomla karsilastirildiginda genlerde
veya genomik segmentlerde bulunan dozaj farkliligidir (kopya sayisinda artma veya
azalma). Bireyler aras1 genomda kopya sayis1 farkliliklart her zaman hastalik nedeni
olmadig1 i¢in bu kantitatif degisiklik tanimi, patojenite hakkinda bilgi vermez.
CNV’ler daha onceleri 1 kilobazdan (kb) daha biiyiik kopya sayis1 degisimleri olarak
tanimlanirken, teknolojinin gelismesi ve boylece ¢oziiniirliigiin artmasi sayesinde 50
bazdan biiyiik degisimler olarak isimlendirilmektedir [2]. Sekil 2°de farkli CNV

formlar1 sematik olarak gosterilmistir.
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Ardisik duplikasyon

Devamh olmayan insersiyon

Sekil 2: Farkli CNV Formlari: Kirmizi renkle gosterilen genomik segmentin delesyon ve duplikasyonu

Insan genom projesinin tamamlanmasiyla, herhangi iki bireyin genomik
bilgisinin %99.9 oraninda ayni oldugu gosterilmis ve uzun yillar genetik ve fenotipik
varyasyona c¢ogunlukla SNP’lerin neden oldugu disiiniilmiistiir. Ancak, genetik
varyasyonlar alaninda, ozellikle yeni yoOntemlerin gelistirilmesiyle gilinlimiizde,
CNV’lerin genomik heterojenitede 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [3]. Otozomal
genomun %4.8-9.5’inin CNVlerden olusmasi, saglikli populasyon genomunun
Oonemli bir oranmnm, kopya sayist acisindan degisken olabilme potansiyelini

gostermektedir [2,4].

CNV’ler, mayotik veya somatik boliinmeler sonucu olusabilmektedir. Buna en
iyi 6rnek, monozigotik ikizlerde [5] ve bir bireyin farkli organlarinda [6] kopya

sayilarinin degigsken olmasidir.

Saglikli insanlarda genom boyu CNV arastirmalar: ilk olarak Lee ve Wigler

[7-8] tarafindan yapilmis olup, bu ilk ¢alismalar, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan



genomik varyantlar veritaban1 (Database of Genomic Variants, DGV)’nin
kurulmasini saglamigtir. Takip eden arastirmalarla, insan genomunun CNV haritasi
olusturulmaya [2] ve saglikli bireylerdeki kiigiikk (<100 kb) ve biiyilk CNV’ler
raporlanmaya baslamistir. Fakat cogu CNV’nin fenotipik etkileri heniiz net olarak
bilinmediginden yakin gelecekte, tiim yapisal varyasyonlar1 kesfetmek ve hastaliklar
tizerindeki etkisini anlayabilmek i¢in bunlarin genotiplendirmesinin temel c¢alisma

alani olabilecegi diistiniilmektedir [1].

DNA’da farkli kopya sayilarinin bulunmasi, mRNA ve protein diizeylerinde
dramatik degisiklikler yaparak bir¢ok hiicresel siireci degistirip ¢esitli hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir [9]. Bir ya da daha fazla dozaj-sensitif genin
bulundugu genomik segmentleri etkileyen kopya sayis1 degisimlerinin, otizm, immiin
yetmezlik, kanser, ndrodejeneratif ve noropsikiatrik bozukluklar gibi bir¢ok hastaliga
neden olabildigi gosterilmistir. Ancak CNV’lerin saglikli bireylerde de yaygin olarak
bulunmasi, bunlarin her zaman hastaliktan sorumlu olmadigin1 da géstermistir [10-

12].

Sonug olarak yapisal varyasyonlarin hastaliklarla iligkisinin ortaya konmasi
icin, bunlarin kesfi ve genotiplendirilmesi esastir [1], ancak bu varyasyonlarin
kompleks olmasi ve eslik eden baska parametreler olmasi nedeniyle
degerlendirilmeleri pek kolay olmamaktadir. Ideal olarak, 1) kopya sayilarinm, 2)
icerigin ve 3) yapinin net olarak tespit edilmesi gereklidir fakat pratik olarak, yapisal
varyasyonlarin tekrarlayan DNA bolgelerinde bulunmaya egilimli olmasi bu ii¢

ozelligin tespit edilmesini zorlagmaktadir [1].



1.2 CNV GELISIM MEKANIZMALARI

Haploid insan genomunun yaklasik %5’1, iki veya daha fazla kopya halinde
bulunur [13]. 1kb den biiyiik olan ve %90’1n iizerinde dizi benzerligi gosteren DNA
segmentlerine diisiik kopyali tekrarlar (DKT) (Low Copy Repeats) veya segmental
duplikasyon denir. Biiyiikligii 10 kb’nin tizerinde olup %97’°nin iizerinde dizi
benzerligi gosteren DKT’ler, genomik instabiliteye ve CNV olusumuna yol

acabilirler. [14,15]

1.2.1 Non-alelik Homolog Rekombinasyon (NAHR)

Genomik bozukluklara neden oldugu gosterilen ilk mekanizma NAHR
olmustur [16]. Birinci mayoz bdlinmede homolog kromozomlarin diizgiin
segregasyonunu saglayan mayotik rekombinasyon, homologlar iizerindeki allelik
diziler arasinda gergeklesir (Sekil 3). Fakat bu rekombinasyon, yiiksek oranda dizi
benzerligi gosteren (DKT), allelik olmayan DNA segmentleri arasinda da
olabilmektedir [17]. Sonucta non-allelik homolog rekombinasyon ve esit olmayan

crossing-over gergeklesir.
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Sekil 3: Non-allelik Homolog Rekombinasyon (NAHR): Krossing-over (X olarak
gosterilmistir), allelik olmayan fakat homoloji gosteren b segmentleri arasinda olmakta; sonugta

duplike ve delete tiriinler olugsmaktadir [ 18 numarali kaynaktan uyarlanmisir].

NAHR ayrica mitoz boliinme sirasinda da gergeklesebilir. Boylece, somatik
hiicrelerde genomik yeniden diizenlenimleri olan mozaik bir populasyon olusur. Bir

cok kanser, bu somatik NAHR mekanizmasi ile ortaya ¢ikmaktadir [16].
1.2.2 Homolog Olmayan Birlestirme (HOB)

HOB (Nonhomolog End Joining, NHEJ), okaryotik hiicrelerin ¢ift zincir
kiriklarini tamir etmede kullandiklari iki 6nemli mekanizmadan biridir [16]. Bu tamir
yolu iki DNA ucunu, homoloji aramaksizin birlestirir (homolog olmayan birlestirme)
[19]. NAHR’un aksine burada, rekombinasyon olusmasi i¢in DKT’lere ihtiyag
yoktur. Tamir bdlgesinde, birlestirme Oncesi diizenleme calismalarinin iirtinleri
olarak, siklikla “molekiiler skar” olarak adlandirilan fazla niikleotidler bulunur. Bu
birlestirme sonucunda kirik noktasina yakin bdlgelerin kopyalanmasina bagh dizi
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insersiyonlari olabilecegi gibi, farkli boyutlarda delesyonlar da olabilmektedir (Sekil

4).

a b c b d
N 1
cift zincir king

a b c _ b d
- .

>

5’ ucunun kesilmesi

tutunma

Sekil 4: Homolog olmayan birlestirme (HOB): Cift zincir kirig1 tamir edilirken segmental kayiplar
olusabilmektedir [18].

1.2.3 Replikasyon Temelli Mekanizmalar

DNA replikasyon hatalarina bagli bir mekanizma olan catalin durmasi ve
kalip DNA degisimi (FoSTeS: fork stalling and template switching) modeli, stress
altindaki E. Coli gen amplifikasyonundan modifiye edilen bir modeldir [20]. Bu
modelde DNA replikasyon catali durur, devamsiz (lagging) dizi orjinal kaliptan
ayrilir ve fiziksel olarak yakin bulunan baska bir replikasyon catalina baglanir. Yeni
catalin lokalizasyonuna gore (upstream/downstream) sirasiyla delesyon veya
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duplikasyon olusur. Durma ve kalip atlama dongiisii arttikca, kompleks yeniden

diizenlenimler ortaya ¢ikar (Sekil 5).

tl (i} (m} w,l

)a//‘/}ga/%a/%

/
;

Sekil 5: FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching) Mekanizmasi: Devamsiz dizi (lagging
strand), yakinda bulunan bagka bir replikasyon boélgesine giderek replikasyonu buradan devam
ettirir [18].

FoSTeS mekanizmasinin kalip atlama o6zelliginin genellestirildigi model;
Mikrohomoloji temelli, kiriklarin yol agtig1 replikasyon (MIMBIR: Microhomology-
Mediated Break-Induced Replication) modelidir. Replikasyon sirasinda catal,
mikrohomoloji gosteren baska bir alana atlayarak replikasyonu o boélgeden tekrar
baglatir. Yeni catalin lokalizasyonuna gore (upstream/downstream) sirasiyla delesyon

veya duplikasyon olusur (Sekil 6).



., *\ . -;;tj:::ff,
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Sekil 6: MMBIR (Microhomology-Mediated Break-Induced Replication): Replikasyon

catalinin ardigik olarak mikrohomoloji gosteren DNA bdlgelerine atlamasiyla olusur [18].



1.3 CNV’LERIN HASTALIKLARA YOL ACMA

MEKANIZMALARI

SNP’ler ve CNV’ler, fenotipik farkliliklarin temelini olustururlar. Bu
farkliliklar, adaptif olumlu sonuglardan, intrauterin letal durumlara kadar genis bir

spektrumda olabilmektedir.

CNV’ler, birka¢ yolla hastalik fenotipinin ortaya c¢ikmasma yol acarlar.
Bunlarin basinda kantitatif etki (dozaj) ve onemli bir genin boliinmesi (disruption)

gelir (Tablo 1).

Kantitatif Etki (dozaj): En olasi senaryo, delesyon veya duplikasyonlarin,
dozaj-sensitif genlerin genomik kopya sayilarmi degistirmesidir. Kopya sayisi
artiglari, Ornegin duplikasyonlar, duplike genlerde {iriin artisina yol acarak
dengesizliklere neden olmaktadir. Bu CNV intragenik bir kopya artis1 ise, Uriiniin

yapisini, dolayisiyla fonksiyonunu bozmaktadir.

CNV’ler, ozellikle tist diizey replikasyon bolgeleriyle iliskiliyse (esit olmayan
krossig-over’a bagli olarak), bunlarin dozaj etkileri zamanla artis gosterebilmektedir.
Bu durumda kopya sayis1 ve hastalik iligkisini kurmak zorlasir ve bu iliski belli bir

esik degere bagl olur [21].

Genlerin béliinmesi: CNV’lerin olusumu sirasinda genlerin biitlinliigii her
zaman korunmamaktadir. Bir gen icerisindeki kirik noktast gen {iriiniiniin

fonksiyonunu bozabilmektedir. [21]
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Regiilator bolgelerin etkilenmesi: Promotor veya diger regulatuar bolgelerin
kesintiye ugramasi da gen tiriiniiniin miktarini ve/veya fonsiyonunu etkileyebilir [21].
Bilinen CNV’lerin yarisindan fazlasinda patojenite, dozaj etkisinden 6te, genin veya

regiilatuar bolgelerin kesintiye ugramasina baghdir [22].

Heterozigozite kaybi: Bir CNV’nin gen igeriginin yaninda, fenotipik
sonuglart agisindan genel genomik durumu da oldukga 6nem arz eder. Ornegin dozaj-
insensitif bir geni delete eden bir CNV’nin, tamamyla resesif ozellik gostermesi
beklenir ancak, diger alel fonksiyonel bir mutasyona sahipse yine fenotipin
etkilenmesi beklenir [21]. Izole bir CNV’nin belli bir fenotipe yol agmamis olmasi,
baska bir genomik durum nedeniyle gelisebilecek patojenite potansiyelini
dislattirmaz. Bu duruma tersinden bakilacak olursa; CNV’lerin, (¢ift vurus hipotezine

gore) otozomal resesif hastaliklarin ortaya ¢ikma ihtimalini artirdig: bilgisine ulasilir

[23].

Ardisik gen delesyonlari: Intragenik olan veya tek bir geni igeren CNV’ler,
fonksiyonel olarak nokta mutasyonlar1 gibi davranip, dominant ya da resesif
mendeliyen kalitim paterni sergileyebilirler. Daha genis CNV’ler birden fazla gen

icerirler ve ardisik gen sendromlarina (continuous gene syndrome) neden olurlar [24].

11



Tablo 1: CNV’lerin Genotip Spektrumu ve iliskili Fenotipler*

CNV Genotipi iliskili Fenotip

Resesif Boliinme veya Delesyon Duchenne/Becker Muskuler Distrofisi (DMD)

Dominant Boliinme veya Norofibromatozis (NF1)

Delesyon Tuberoz Skleroz (TSC1-TSC2)

Sotos Sendromu (NSD1)

CHARGE Sendromu (CHD?)
Dozaj Etkisi Erken Baslangicli Alzheimer (APP)

22q Otizmi (SHANK3)

Multiallelik Etkiler Crohn Hastalig Yatkinligi (DEFB4)
Sistematik Otoimmuinite Yatkinligi (FCGR3B)
Parkinson Hastaligi (SNCA)

HIV/AIDS , Kawasaki Hastaligi, Romatoid Artrit Yatkinhg

(ccL3La)
Ardisik Gen Delesyon Velo-kardio-fasial Sendrom/ DiGeorge Sendromu (22q11.2
Sendromlari delesyonu)

Williams-Beuren Sendromu (7g11.23 delesyonu)
1p36 Mikrodelesyon Sendromu

Heterojen Otizm
Bipolar Bozukluk
Sizofreni

Yasa Baglh Makuler Dejenerasyon

Fallot Tetrolojisi

Degistirici (Modifier) Etki TAR (Trombositopeni ve Radius Yoklugu) Sendromu (1g21.1)
Spinal Muskuler Atrofi (SMN1-SMN2)

Epigenetik Etkiler Russel-Silver Sendromu (11p15 duplikasyonu)

Somatik Mozaisizm Rubinstein Taybi (CREBBP, EP300)

Tuberous Skleroz (TSC1-TSC2)

Aniridi (11p13)
Somatik instabilite Li-Fraumeni Sendromu

Tuberoz Skleroz

Norofibromatozis

*21 numarali kaynaktan alinmistir
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1.4 CNV’LERIN KLINIKLE ILISKILENDIiRILMESI

Giincel arastirmalara gore, simdiye kadar 267 farkli genomik boélge, iyi
tanimlanmis mikrodelesyon/mikroduplikasyon sendromlariyla iliskilendirilmistir
[25]. Tibbin diger bir ¢ok alaninda oldugu gibi, CNV’lerin patojenite degerlendirmesi

de kombine analizler, tecriibe ve uzmanlik gerektirmektedir.

Bir CNV tanimlandiginda ilgili genomik bolgenin, klinik degerlendirme

acisindan bazi 6zellikleri dikkate alinmalidir [26]:

1) Mevcut CNV, normal varyasyon veri tabanlarinda bulunuyorsa
benign variant olarak degerlendirilir. Bulunmuyorsa, potansiyel patojenite
agisindan incelenmelidir.

2) CNV, bilinen bir sendroma neden olan bir bolgeyi igeriyorsa
klinigin bu sendromla sonuglanmasi beklenir.

3) CNV, delesyon veya duplikasyonunun bilinen bir sendroma
yol actig1r bir geni igeriyorsa ve gen tliimiiyle etkilenmis ise klinigin bu
sendromla sonu¢lanmasi beklenir.

4) CNV bilinen bir bolge veya geni kapsamiyorsa, degisimin
boyutu ve gen igerigi incelenmelidir. Gen igerigi agisindan zengin ve biiylik
CNV’nin patojenik olma ihtimali yliksektir.

5) Saglikli ebeveynlerde bulunmayan (de novo) CNV’nin
patojenik olma ihtimali yiiksektir.

6) CNV ebeveynlerden birinde bulunuyorsa, aktaran ebeveyn de

proband gibi etkilenmis olabilir veya degisken ekspresiviteye bagli olarak
13



daha hafif etkilenmis olabilir. CNV saglikli populasyonda sik bulunuyorsa

benign varyant olabilir.

Tablo 2: CNV’lerin patojenite degerlendirmesi*

‘ Kriter (Olasilikla) Patojenik

1. a. Delesyon

v

(Olasilikla) Benign

b. Duplikayon

2. a. Dozaj-sensitif gen icermeyen
Duplikasyon

b. Amplifikasyon (1 kopyadan daha
fazla artis)

3. Bilinen regilatuar bolge icermeyen CNV

4. a. Saglikh ebeveynden aynen aktarilan
CNV**

b. Saglkl ebeveynden blylyerek/
degiserek aktarilan CNV

c. Etkilenmis ebeveynden aynen
aktarilan CNV

5. a. Saglikh akrabalarda bulunan
CNV’nin aynisi

b. Etkilenmis bir akrabada bulunan
CNV’nin aynisi

6. Veri tabanlarina gore saglkli bireylerde
bulunan CNV

7. Veri tabanlarinda hastalikla iliskilendirilen
CNV

8. iyi tanimlanmis bir sendroma neden olan
Bolgeyi kapsayan CNV

9. Morbid OMIM genlerini bulunduran CNV

10 a. Genden zengin CNV

b. Gen icerigi disik CNV

*Tek bir CNV

**Saglikli ebeveynden aktarilan delesyon, diger ebeveynden ilgili gene ait bir nokta
mutasyonuna eslik ediyorsa, resesif hastalik ortaya ¢ikmis olabilir.
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temel

parametreler Tablo 2’de

olast patojenite

Her zaman kesin sonuca ulastiramamakla birlikte, incelenmesi gereken

ihtimaliyle birlikte

Ozetlenmistir [27]. Genotip-fenotip iliskisinin ve patojenitenin ortaya konmasi

igin

ek  fonsiyon

calismalari

yapilmalidir ~ [21].

degerlendirilmesinde siklikla kullanilan veritabanlar1 Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Internet iizerinden erisime agik CNV ve iliskili Fenotip Kaynaklar1 [26]

Veritabani

Web Adresi

Olgu CNV  Kontrol CNV
Bilgisi

Bilgisi

GENOM TARAYICILARI

CNV’lerin

Fenotip
Bilgisi

DbVard http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/ X X X
Ensembl http://www.ensembl.org X X X
ucsc https://genome.ucsc.edu/ X X X
OLGU VE KONTROL VERITABANLARI

ClinVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ X X
DECIPHER https://decipher.sanger.ac.uk/ X X
DGV http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home X

ECARUCA http://ecaruca.net X X

FENOTIPIK BILGI KATALOGLARI
GeneReviews | http://www.genetests.org/resources/genereviews X
MedGen http://www.ncbi.nlm.nih.gov/medgen X
oMIM http://www.omim.org/ X
Orphanet http://www.orpha.net/ X
Yapilan arastirmalar sonucunda CNV’lerin, klinik Onemini belirten

gruplandirmaya goére raporlanmasi gerekir. Tablo 4’de ACMG (American College of

Medical Genetics and Genomics) tarafindan belirlenen, klinik 6nemi belirten bes

kategori, ornekleriyle birlikte verilmistir.
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Tablo 4: Postnatal Yapisal CNV’lerin ACMG*’ye Gore Klinik Gruplamasi

Kategori Tanimlama Ornek

Benign Birgok yayinda ve saglkl bireylerin 2q37.3 telomer polimorfizmi (~200 kb
calisildigi veri tabanlarinda benign olarak blylklGglinde, bir cok ¢calismada benign olarak
raporlanan CNV’ler veya polimorfizmler raporlanmis)
(saghkli populasyonun>%1linde bulunan)

Olasi Benign Benign olma ihtimalini artiran kanitlar Saglikli genom galismalarinda belirtiimemis
bulunan CNV fakat gen icermeyen, 500 kb buyukliginde

delesyon
Klinik Gnemi Raporlama déneminde fenotipik etkisi Henliz 6nemi bilinmeyen 5 gen iceren, fakat
Bilinmeyen bilinmeyen fakat laboratuarin, raporlama kalitimi bilinmeyen 500 kb buyikliginde

Olasi Patojenik

Patojenik

kriterlerine uyan, ileride benign yada
patojenik olarak gruplamasi beklenen CNV

Patojenik olma ihtimalini artiran kanitlar
bulunan CNV

Birgok yayina ve veri tabanlarina gore
kararl bir sekilde fenotipe yansiyan CNV

delesyon

Literatlirde benzer kirik noktalari ve fenotipi
bulunduran tek bir yayinin bulundugu 5 geni
iceren 500 kb buyuklGgliinde delesyon

22q11.2 delesyon sendromu
(DiGeorge/velokardiyofasial sendrom)

*American Collage of Medical Genetics and Genomics

1.5 CNV SAPTAMA YONTEMLERI

1.5.1 GENOM BOYU CNV SAPTAMA YONTEMLERI

Array CGH ve SNP array, genel isimlendirme olarak mikroarray, Kklinikte
entelektiiel yetersizlik, gelisme geriligi, otizm spektrum bozukluklari ve ¢oklu
konjenital anomalili hastalarda siklikla kullanilan bir test haline gelmistir. Son
yillarda elde edilen gelismelerle birlikte, array teknolojilerinin konvansiyonel
karyotiplemeden daha fazla tan1 degeri oldugu gosterilmistir. Uluslararasi
Sitogenomik Array (International Standard for Cytogenomic Array, ISCA)
Konsorsiyumu kromozomal mikroarrayi, entelektiiel yetersizlik, gelisme geriligi ve
coklu konjenital anomalisi olan hastalarda ilk secenek tani testi olarak onermektedir
[28]. Basvuran ailenin birden fazla ¢ocugunda anomali olmasi ve/veya tekrarlayan

diistiklerinin olmasi durumunda karyotip analizi ilk secenek olabilir [27].
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Mikroarray analizleri teknik agidan bazi kisithiliklara sahiptir;

J Dengeli translokasyon ve inversiyonlar gibi genetik materyal
miktarmin degismedigi olaylar tespit edilemez. Hemofili A hastalariin %350
sinde bulunan F8C geninin inversiyonunda oldugu gibi, inversiyonlar
hastaliklarla direkt iliskili olabilmektedir. Dengeli bir translokasyonun kirik
noktalarinin kodlayan bir bolgeyi boldiigli durumlarda, hastalik fenotipi
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle diger hastalik mekanizmalariin
atlanmamasi1 amaciyla karyotip analizi gibi ek tetkiklerin de yapilmasi 6nem
arz etmektedir [29].

o Mikroarray yonteminde duplike olmus kopyalarin yeni
lokalizasyonu hakkinda bilgi edinilmez ve kirik noktalari, tek baz gifti
diizeyinde tespit edilemez.

. Array teknolojilerinin en Onemli kisithligi muhtemelen
tekrardan zengin ve duplike bolgelerden yapilan hibridizasyondur. Mikroarray
yonteminin verdigi kopya sayis1 farkliliklari, problarin dizayninda kullanilan
referans diziye baghdir. Her iki array platformu da referans genomun her
lokasyonda diploid oldugunu kabul eder, ancak bu durum genomda duplike
olarak bulunan diziler agisindan kabul edilebilir degildir. Referans dizinin 4
kopyali olup hastanin 5 kopyaya sahip olmasi gibi kompleks paternler,
referansin diploid kabul edildigi durum icin beklenen bir sonu¢ olmaz ve
testin sensitivite sinirlart asildigindan sinyaller ayirt edilemez. CNV’lerin,
segmental duplikasyonlarla dogru orantili olmasi ve bir¢ok kirik noktasinin
duplike segmentlerde yer almasi nedeniyle bu durum, kopya sayisi tespiti i¢in
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oldukg¢a zorlayici bir faktordiir. Sonug olarak bu bolgelerin ve sinirlarinin ek

yontemlerle incelenmesi onerilmektedir [1].

Testin yukarida bahsedilen kisitliliklart nedeniyle genetik laboratuvarlari
mikroarray testlerinin yaninda konvansiyonel sitogenetik analiz ve ¢esitli molekiiler
incelemeleri (dizi analizi gibi) de yapabiliyor olmali, aileler de sonuglar ve bu
kisithiliklar hakkinda bilgilendirilmelidir [30]. Ulkemizde bircok merkezde
konvansiyonel sitogenetik alaninda yetismis yeterince eleman oldugundan ve
kromozom analizinin maliyeti mikroarray testinden daha ucuz oldugundan genetik

bagvuruda ilk test karyotip analizi olmaya devam etmektedir.

Array CGH ve SNP array’e ek olarak son yillarda artmis ¢oziiniirliik olanag:
sunan farkli ticari platformlar da ortaya ¢ikmaktadir ancak tespit edilen CNV’lerin
raporlanmasinda standardizasyona gidilememis olmasi, referans oOrneklerinin
standardize olmamasi, genom kapsami (coverage) ve c¢oziintirliikteki farkliliklar, bu

calismalardan elde edilen sonuglarin karsilastirmasini zorlastirmaktadir [31].

Platformlarin ucuz olmasi ve giinlimiize kadar yapilmis birgok hasta ve
saglikli populasyon calismalarinin olmasi ve sayesinde, mikroarray yontemleri

maliyet-etkinlik agisindan belirgin avantaj saglamaktadir [1].
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Kromozomal mikroarray yontemleriyle tespit edilen delesyon/duplikasyon
bolgesinde yer alan genlere yonelik yapilacak fonksiyon caligmalariyla birlikte bu

genlerin hastaliga yol agma mekanizmalar1 daha iyi anlasilabilecektir [30].

1.5.1.1 ARRAY TABANLI KARSILASTIRMALI GENOMIK
HiBRIDIZASYON (ARRAY-BASED COMPARATIVE GENOMIC

HYBRIDIZATION, ARRAY-CGH)

Giintimiizde CNV saptamada kullanilan standart metod, Array-CGH’dir [32].
Bu yontemde kisa oligoniikleotidlerden (25-60 baz) veya genomik fragmanlardan
(1IMb) olusan problar kullanilir. Bir hastadaki kopya sayis1 degisimlerinin tespit
edilebilmesi i¢in, hastanin genomik DNA’s1 ve saglikli referans genom iki farkl
florofor ile iseretlenir. Orneklerin cam slayt {izerine sabitlenmis belirli diziler (prob)
tizerine es zamanli hibridize edilmesiyle her prob icin elde edilen kontrol/hasta
floresan orani, ortalama kopya sayis1 oranlarimi verir. Hasta DNA’sindan elde edilen
sinyal kuvvetindeki artis veya azalma, kopya sayisinda sirasiyla artma veya azalmay1
gosterir [33] (Sekil 7, Sekil 8). Kullanilan problar tiim (tiim genomu kapsayabilecegi
gibi, sadece hedeflenmis bolgelerden de dizayn edilebilir (iste§e gore uyarlanmus,

custom array).

Zamanla kullanilan prob sayilarinin artmasiyla array CGH’te c¢oziintirliik
artmis ve gliniimlizde hedef bolge i¢in yiiksek prob sayisi igceren CGH platformlari
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(custom-array) da uygulanabilir olmustur. Klinik kullanima adaptasyonu, yiiksek

¢Oziiniirliigli ve genom boyu tarama yapmasi sayesinde Array CGH, CNV’lerin

tespitinde altin standart yontem halini almig ve genotip-fenotip korelasyonlariyla

birlikte bir¢ok yeni mikrodelesyon/mikroduplikasyon sendromunun tanimlanmasini

kolaylagtirmigtir [34].

ARRAY CGH UYGULAMA BASMAKLARI

farklifloresan boyalarla tarayici ile digalar

(( ¢ e

isaretlenir

R

CONTROL DNA PATIENT DNA
Hastave kontrol DNA’lari Floresan sinyaller mikroarray
®
® .

0 ! >4 O

Veriler bilgisayar yazilimlari

isaretlenmis DNA’lar HygrIDIZATION
mikroarray slaydina - ile anall-z.edllerekgraflkier I
(problara) hibridize elde edilir
edilir .ot \ L E s
T Bimeae cacees oo
DNA GAIN DNA LOSS NO CHANGE :
2073 CANCER GENENICS, NG

Sekil 7: Array CGH Uygulama Basamaklar
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Chromosome View Chromosome View

CGH Pane CGH Pane

Sekil 8: Array CGH’te Saptanan CNV Ornekleri (A) X kromozomu uzun kol terminal bélgesinde
7,5 Mb’lik duplikasyon. (B) 6. kromozomun kisa kolunda 1,5 Mb’lik delesyon. (Bdliimiimiizde

degerlendirilen hastalara ait sonuglardir)

1.5.1.2 SNP (SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM,

Tek Niikleotid Polimorfizm) ARRAY

SNP array baslangigta genomda bulunan yiizbinlerce SNP’in genotiplenmesi
amactyla gelistirilmistir. Bunun i¢in bilinen iki allelin (A ve B) her biriyle eslesen
oligoniikleotid problar kullanilir. Daha sonra A ve B problarmin hibridizasyon
oranlarina dayanarak genotip belirlenir. SNP probundan alinan bir allele ait veri,
CNV yorumu i¢in kullanilabilmektedir [35]. Delesyon ve duplikasyonlar, dlgiilen
toplam sinyal diizeyini degistirirler, ek olarak birgok SNP bdlgesini kapsayan biiylik

CNV’lerde normal dizomik boélgelerden farkli sinyal paterni elde edilir [CH].
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Boylece baslangicta hedeflenmemis olsa da zamanla SNP arraylerin CNV’leri de
saptayabildigi ortaya ¢ikmistir [36]. Sekil 9 ve Sekil 10’da SNP array uygulamasi ve
sonuclarin degerlendirilmesi anlatilmaktadir.

CGH teknolojisinden birkag¢ farki olmakla birlikte, SNP array platformlar1 da
hibridizasyon temeline dayanir. Bu teknoloji, SNP ve CNV’leri saptayabilecek
problardan olusur. Uzun oligoniikleotidli array yontemiyle karsilastirilinca burada
genellikle, tek niikleotid degisimleri agisindan hassas fakat CNV saptamada daha az
hassas olan 20-30 bazlik kisa oligoniikleotidler kullanilir. Boylece SNP array hem bir
allelin kaybin1 hem de heterozigozite kaybmi (Loss of Heterozygosity, LOH)
arastirir.  Bu platformda ayrica uniparental dizomi ve paternite de tespit

edilebilmektedir [33]. Tablo 5’de iki yontemin karsilagtirmasi verilmektedir.
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MMA

B
Reterence A
Sequance GGTGATTATGGACCTACTﬁT
Probe Sequence
CCACY‘AATAC‘TGGATGATA VA
CCACTAATACTTIGGATGATA
CCACTAATACCTGGATGATA ~e
CCACTAATACGTGGATGATA wa

Alledo A

ANiele ©

]
-
§ . o
N
‘BN
e

Sekil 9: SNP Array ile Genotipleme. (A) SNP’lerin arastirilmasinda kullanilacak prob bloklarinin

1)

dizayni. Hedef SNP’deki her bir allel (A ve B) i¢in 4 ayr1 komplementer prob dizayn edilir (A,G,T,C).
Tam uyumlu (Perfect Match, PM) olmasi beklenen problar SNP hedefine hibridize olurken tek baz
uyumsuzlugu (Mismatch, MM) gosteren problar hibridize olmaz ve bu kuyulardan sinyal alinmaz. (B)
Referans dizi ve tasarlanan problar i¢in bir 6rnek. (C) AB genotipli bireye ait elde edilen hibridizasyon
sinyal gorintiisii (D) AA, AB ve BB genotiplere ait hibridizasyon sinyalleri (Affymetrix GeneChip

HuSNP brostiriinden alinmistir)
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3 Copy CNV
BBB

ABB
Copy-Neutral (LOH)

scopychv: 101 BB
BEBB mmeied
B Allele
Frequen
ABBB ety AB
AA

Sekil 10: SNP Array ile CNV Analizi: B Allele Frequency, BAF (B Allel Orani): Bir tek allelden

alinan sinyalin toplam allel sinyaline oranidir. (BAF 0 ise genotip A/A veya A/-; 0,5 ise A/B; 1 ise
B/B veya B/- olarak degerlendirilir). Log R Ratio, LRR: Test 6rnegi ve referansdan alinan sinyal
oranlarinin log2 degeri. LRR’deki yiikselme kopya sayisinda artisi, diisiis ise delesyonlar1 gosterir.
Sekilde, incelenen 15. kromozomun q koluna ait LRR ve BAF degerleri verilmistir. Normal
kromozom boélgelerinde AA, AB, BB genotipleri olmak iizere {i¢ farkli BAF paterni goriiliirken
LRR’nin 0 olmasi beklenir. Notral kopyali LOH bdlgelerinde LRR normaldir fakat AB genotip
kiimesi bulunmaz. CNV bdlgesindeki kopya sayisi artiglari BAF paterninde piklerin sayisinda
artig ile birlikte artmig LRR ile taninir. Sonuglarin yorumlanmasinda LRR ve BAF grafikleri
birlikte degerlendirilmelidir [37].
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Tablo 5: Array CGH ile SNP Array Platformlarinin Karsilastirmasi

Problar sadece CNV analizi igin
tasarlanmis uzun,
oligonukleotidlerdir (50-70 baz).
Bazi platformlar, UPD* tespiti
icin SNP-tabanh prob
ekleyebilmektedir.

Hasta ve saglikli kotrolden elde
edilen genomik DNA'lar farkh
floroforlarla iseretlenerek ayni
dizi Gzerine hibridize edilir. Elde
edilen sinyal kuvvetindeki
farkhhklar, kopya sayilari
arasindaki farki gosterir.

Problar, ¢ok yiiksek ¢ozinurlugu
saglayacak sekilde dosenebilir.
Prob igerigi ve kapasitesi

belirlenirken daha esnek
olunabilmektedir. Tek ekzona
kadar ¢Ozinarlak elde

edilebilmektedir.

Yalnizca CNV  analizi  igin
kullanilabilir.  Disik  mozaik
CNV'ler de tespit
edilebilmektedir. Spesifik SNP
problari  eklenmedigi  sirece
UPD/ paternite tayini
yapilamamaktadir.

*Uniparental Dizomi

SNP'lere ozel allel-spesifik kisa
oligoniikleotid problar (20 baz)
kullanilmaktadir. Kopya
sayllarinin incelenmesi icin ek
analiz yapilmalidir. Bazi
platformlar, CNV analizi igin
uzun  oligonukleotid problar
eklemektedir.

Yalnizca hasta érnegi mikroarray
slaydina hibridize edilir. Kopya
sayllari, hastadan elde edilen
sinyal kuvvetinin daha oOnce
toplanmis ve CNV analizi yapilmisg
kontroller ile karsilastiriimasiyla
degerlendirilir.

Problarin  yerlesimi, SNP'lerin
lokalizasyonuna bagimlidir. Bu
durum ¢ozUnarlGgi sinirlar.

CNV'lere ek olarak, allellerin
tespiti sayesinde UPDler ve
paternite tespit edilebilmektedir.
Dusik mozaik CNV'ler de tespit
edilebilmektedir.
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1.5.1.3 YENI NESIL DiZILEME YONTEMLERI

Yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) yontemlerinin ortaya
¢ikmasi yapisal varyasyonlarin tespitinde devrimsel bir gelisme olmustur [1].

Yaygin goriilen CNV’ler, SNP’ler ile ¢evrelenmis oldugundan, SNP array
yonteminde indirekt olarak gozlemlenirler. Ancak yapilan dizileme tabanl
aragtirmalarda nadir CNV’lerin SNP array yontemine oranla daha iyi saptandigi
goriilmektedir. Nadir allellerin fenotipi olumsuz etkileme ihtimalinin fazla olmas1 ve
penetransin yiiksek olmasi, SNP array’in 6nemli patojenik CNV’lerin tespitindeki
kisithligidir [38]. CNV’lerin tespitinde daha istiin olan NGS, ozellikle referans
genomda bulunmayan novel insersiyonlar1 da saptayarak bu soruna etkin bir ¢dziim
olmustur.

Gelisen teknolojiye ragmen hibridizasyon temelli CNV  saptama
yontemlerinin ¢oziinlirliigli smirhidir ve kiiciik (Agilent 8x60 ISCA icin <100 kb)
CNV’ler ile kirik bolgeleri saptanamamaktadir. Son yillarda artan genom dizileme
kapasitesi seyesinde NGS, tek bir seferde milyarlarca kisa okuma ile kiiciik (<50 bg)
CNV’lerin ve kirik noktalarinin kapsamli bir sekilde saptanmasini saglamstir.

Zorlu bilgisayar ve biyoinformatik degerlendirmelerin de klinik kullanima
uygun hale getirilmesi durumunda NGS’nin yakin gelecekte CNV tespiti ve

genotipleme platformu olarak mikroarray yontemlerinin yerini almasi1 beklenmektedir

[1].
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Yukarida bahsedilen genom boyu metodlarin delesyon ve duplikasyonlar
saptama hassasiyetleri farklidir. Ornegin SNP-array ve NGS analizlerinde, array-

CGH’e oranla bir¢ok duplikasyon atlanabilmektedir.

1.5.2 HEDEFE YONELIK CNV SAPTAMA YONTEMLERI

Genom boyu metodlarin aksine, hedefe yonelik yontemler tek bir
kromozomun veya bir genetik sendromla iligkili bdlgenin arastirilmasi amaciyla
kullanilir. Birgok genetik hastalikta klinik taniya ulastirabilecek, dolayisiyla genomda
spesifik bir bolgeyi isaret edecek bulgu olmadigindan genom boyu tarama yapan
array teknolojileri 6nem kazanmistir. Mikroarray yontemlerinin gelistirilmesiyle
birlikte mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlarin tespiti i¢in kullanilan bir¢ok hedefe
yonelik test Onemini yitirmistir ancak tespit edilen anormal bulgularin

dogrulanmasinda bu yontemler halen kullanilmaya devam etmektedir.

1.5.2.1 Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

FISH, floresanla iseretlenmis lokus-spesifik problarin  genomdaki
komplementer dizisine baglandigi, spesifik mikrodelesyon sendromlarinin saptandigi
molekiiler-sitogenetik bir yontemdir. Teknik olarak sinyal alinip alinmamasi temeline
dayandigindan, submikroskopik duplikasyonlar FISH yontemi ile genellikle
saptanamaz.
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Giliniimiizde kullanilan bir¢ok ticari FISH probu olup klinik fenotipin belirli
bir hastalig1 isaret ettigi durumlarda ilk yontem olarak kullanilabilmektedir. Ancak
problar herhangi bir sendrom icin en sik delesyonu goriilen bolgeyi kapsadigindan,
daha kiigiik ve atipik delesyonlar atlanabilmektedir. Ek olarak, bir cok mikrodelesyon
sendromunda  klinik  olarak  farkedilebilir =~ bulgular  olmasina  ragmen
delesyon/duplikasyonun boyutuna bagl olarak bireyler arasinda bulgularin varligi ve
siddeti acisindan ciddi varyasyonlar olup klinik taniya ulagsmak miimkiin
olmayabilmektedir.

Ozellikle prenatal désnemde ve postnatal olgularda klinik bulgularin spesifik
bir kromozomal sendromu diisiindiirdiigii olgularda 13, 18, 21, X ve Y kromozomlar1
icin andploidilerin test edilmesi amactyla FISH ve konvansiyonel sitogenetik analiz

ilk segenek olarak kullanilmaya devem etmektedir [26].

1.5.2.2 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

(MLPA)

MLPA teknigi, problarin ilgili genomik bdlgeye hibridizasyonu temeline
dayandigindan giivenilir bir yontemdir ancak bu teknik FISH gibi, her probun bir
bolgeye ait oldugu ticari kitler ile ¢aligilir. Bu nedenle nadir CNV’lerin neden oldugu
hastaliklarda qPCR gibi daha manuel yontemlere basvurulmalidir. MLPA
yonteminde farkli ekzon veya genler ayn1 anda analiz edilebilmektedir. Ancak MLPA

yonteminde; optimizasyon basamaklarinin ¢ok fazla olmasi ve maliyetin daha uygun
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olmasi i¢in ¢ok sayida Ornegin es zamanli ¢alisilmasinin gerekmesi gibi durumlar

dezavantaj yaratmaktadir [1].

1.5.2.3 Southern Blot

Southern blot, elektroforezle ayrilmigs DNA fragmanlarinin filtre 6zelligi olan
bir membrandan gegirilmesini takiben bu fragmanlar prob hibridizasyonuyla tespit
edilmesi esasina dayanir. Yiiksek kaliteli southern blot teknik olarak manuel ve

zahmetlidir, zaman alicidir ve sadece biiyiik CNV’leri tespit edebilmektedir.

1.5.2.4 Kantitatif Real-time PCR (qPCR)

qPCR, floresan veya intersalasyon boyalar1 kullanilarak gen ekspresyonunun
veya gen delesyon ve duplikasyonlarinin 6l¢iildiigii ger¢cek zamanli PCR’dir ve kopya
sayist bilinen referans bir bolge ile kopya sayisi bilinmeyen test lokusunun
amplifikasyonu temeline dayanir (Sekil 11). Bu yontem floresan boyalar veya
intersalasyon boyalar1 ile yapilabilmektedir. Her iki yontemde de PCR’mn her
siklusunda floresans ikiye katlanir ve spesifik bir floresans esigine ulasilan siklus
sayis1 saptanarak baslangigta kullanilan kalibin miktar1 belirlenebilmektedir. Sekil
12’de qPCR calismasinda TagMan probu ile SYBR Green’in ¢alisma prensipleri

verilmistir.
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qPCR veri analizi i¢in siklikla kullanilan metodlar:

J Hedef transkript PCR sinyalinin iki grup arasindaki goreceli
Olctimii (esik siklus sayisi, cycle treshold, CT).

. PCR sinyalinin bir standart egriye oranlanmasiyla elde edilen

net miktar belirlemesidir.

CT Hesaplanmasi: PCR devam ettikge agiga ¢ikan floresan sinyal miktari
artar. Cihaz tarafindan saptanabilecek esik floresan degerine ulasildig1 andaki siklus
sayisi, esik siklus sayisini verir (CT). Bu deger, cihaz tarafindan otomatik olarak

tespit edilip kaydedilir (Sekil 12).

CT degerinin yliksek olmasi, reaksiyon tiipii igerisindeki toplam DNA

miktarinin daha az olmasi demektir (esik floresans degerine ulasilmasi i¢in daha fazla

siklusla amplifikasyon olmalidir).
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Sekil 11: qPCR Basamaklari. Oligoniikleotid probun 5’ ucunda reporter floresan boya ile 3’ucunda
engelleyici (quencher) boya bulunur. Prob, DNA {izerindeki hedef diziye baglanir, primerden baslayan
sentez devam ederek probun oldugu diziye ulasildiginda Taq DNA polimerazin 5 niikleaz aktivitesi ile
prob pargalanarak reporter boya, quencher bélgeden ayrilarak serbest kalir béylece reporter boyanin
verdigi sinyal ortaya ¢ikar. Her PCR siklusunda iiretilen amplikon miktar arttik¢a elde edilen floresans

miktar: artar.
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Sekil 12: gPCR analizinde Tagman probu ile SYBR Green’in karsilastirmasi: (A) Her PCR
siklusunda iiretilen amplikon miktar1 arttikca elde edilen floresans artar. (B) SYBR Green boyasi,
PCR iiriiniinii reaksiyon boyunca olusan ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak olger. Elde dilen PCR iiriinii

arttikga floresan miktarinda artig goriiliir [39].

Goreceli Olglim i¢in, belirli bir konsantrasyondaki hasta DNA’s1 ve
konsantrasyonlar1 bilinen kontrol DNA’lar1 ile qPCR diizenegi asagida ornek

verildigi gibi kurulur:

1 Hasta 20 ng/ul

2 Kontrol 10 ng/pl
3 Kontrol 20 ng/ul
4 Kontrol 40 ng/ul
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Sonugta konsantrasyonu bilinen Orneklerden elde edilen CT degerleri
aracilifiyla toplam DNA miktar1 tahmini yapilabilir, bdylece hastanin ilgili
bolgesinde delesyon/duplikasyon tespiti yapilabilir. Yukaridaki test diizenegi
orneginden yola c¢ikilarak, hastanin ilgili bolgedeki kopya sayisinin normal oldugu
diisiiniiliirse CT degerinin 3. kuyudaki 6rnekle ayni olmasi beklenmektedir. Ancak
delesyon varliginda toplam DNA miktar1 yariya inmis olacagindan CT 2. kuyudaki
ornek ile ayni olacaktir. Duplikasyon varliginda ise sonu¢ 4. kuyudan elde edilen
degere benzeyecektir. Boylece elde edilen CT degerleri ile ilk delesyon/duplikasyon

tahmini yapilabilir.

Housekeeping genler, temel hiicresel fonksiyolarin devami i¢in gerekli olan
hayati genlerdir ve bunlarin genomdaki kopya sayilari daima stabildir. Arastirilan
gen/bolgenin hasta ve kontrol DNA’s1 ile yapilan real-time PCR reaksiyonu yaninda,
housekeeping bir gen (6rn G6PDH) i¢in de ayni diizenek kurularak test tekrarlanir.
Burada amag, Ornekler arasinda olabilecek pipetaj hatalar1 ve reaksiyon/cihaz
hatalarinin oniine gegmektir. Sonugta ¢ikan CT degerleri her tiipilin icerisindeki DNA
konsantrasyonlar1 (burada ayni zamanda toplam DNA miktar1) ile uyumlu olacaktir.
Baslangi¢c materyali ne kadar ¢oksa reaksiyon o kadar hizli sinyal verecektir (CT

erken olur).

Standart Egri: Elde edilen CT degerlerinin yaninda muhakkak standart egri
degerlendirilmelidir. Standart egri, testimizin sonuc¢larinin dinamik (lineer)

gostergesidir (Sekil 13). Ayrica testin etkisinin hesaplanmasini saglar.
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Amplifikasyon Egrileri
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Sekil 13: Amplifikasyon Egrileri ve Standart Egri Eldesi

Yukaridaki grafikte her tiipten elde edilen floresan sinyal diizeyi farkli bir
renkle gosterilmistir. CT, her tiip i¢in esik amplikon miktarina ulasildigi andaki siklus
sayisidir. Reaksiyona baglanan kalip DNA miktar arttikca, esik deger daha erken
asilir (CT erken olur). Standart e8ri grafigi, konsantrasyonu bilinen tiiplerin CT
degerlerine dayanilarak olusturulur ve logaritmik konsantrasyon degerleri kaydedilir.
Konsantrasyonu bilinmeyen 06rnegin, CT degerine denk gelen konsantrasyon

saptanmis olur.
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Erime Egrisi (Melting Curve): SYBR Green ile yapilan ¢calismalarda tek bir
spesifik iirlinlin elde edildiginin kontrolii i¢indir. Yukarida bahsedildigi iizere, SYBR
Green floresan boyasi, ortamdaki cift zincirli DNA miktarin1 gosterir. qPCR’da
uygun PCR protokoliinden hemen sonra sicakligin 95°C’ye ¢ikarildigi, erime
egrisinin elde edilecegi ikinci kisim vardir. Burada sicakligin artmasiyla denatiire
olan DNA’nin ¢ift zincir yapisinin agilmast nedeniyle SYBR ile dlgiilen deger hizla
diiser. Erime egrisi ile ayrica, primer dimerleri ve spesifik olmayan iirlinler

saptanabilmektedir (Sekil 14).

Hedef trin

Negatif kontrolde
primer dimerleri

Non-spesifik Grin

Hedef Griin

Sekil 14: qPCR’da Elde Edilen Erime Egrisinin Degerlendirilmesi (a) Ideal bir erime egrisi. Verilen
pik, uygun baglanma sicakliginda Slciilen DNA miktarina ait floresan sinyaldir. Reaksiyonun 95°C’ye
1sitilmast ile 6lgiilen DNA miktariin aniden diistisii goriilmektedir. (b) Negatif kontrol tiipiinde tespit
edilen pik, burada kalip DNA olmadigindan, primer dimerlerinin varhigmi gosterir. (c) Spesifik
iriiniimiiz diginda alman bir pik, hedef bolgemiz disinda baska bir genomik bdlgenin de amplifiye

oldugunu gosterir.
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Sonugta elde edilen CT degerleri ve standart egri kullanilarak birka¢ farkli

hesaplama ile goreceli 6l¢lim yapilip, kopya sayilari belirlenebilmektedir.

Tablo 6’da qPCR’in CNV analizinde kullaniminin avantaj ve dezavantajlari

verilmektedir.

Tablo 6: qPCR Yonteminin Avantajlari ve Dezavantajlari

Avantajlar

eYontem, PCR'In basit bir modifikasyonu
ile genomik delesyon ve duplikasyonlari
saptar

*Bircok 6rnek es zamanli ¢alisilabilir

*Post-PCR islemler yoktur, isgtlicli ve fiyat
disuktar

eArastirilacak gen tespit edildikten sonra
test kisa slirede yapilir

eGoreceli analiz metodunu kullanmak igin
hedef gen veya bolge, kontrolde iki
kopya olmalidir.

eSonuglarin tamsayi olmamasi (6rn 1,3
kopya) durumunda degerlendirme
zorlagir

eHer bir gen/bdlge icin lger set
kurulmalidir, testin tekrarlanmasi
gerekebilir

ePrimer dizayni zahmetli olabilir

eSonuglar mozaik durumlardan etkilenir

*DNA konsantrasyonlarinin optimizasyonu
teknik olarak zordur

2. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma retrospektif bir ¢alisma olup, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali’na entelektiiel yetersizlik ve/veya g¢oklu konjenital

anomali nedeniyle bagvuran, klinik degerlendirme sonucunda Array-CGH uygulanan
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ve sonuglarin dogrulanmasi i¢in gPCR yontemi uygulanmis olan 10 hastanin 10 CNV
bolgesi degerlendirilmistir (Hastalara uygulanmis olan calisma basamaklar1 Sekil
15’te gosterilmistir). Elde edilen dogrulanma sonuglariyla hastalarin genotip-fenotip
korelasyonu yapilmasi amaglanmistir. Bu retrospektif ¢alisma i¢in etik kurul onayi,
Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunu’nun
22/06/2016 tarihli toplantisindan 1177 karar numarast ile izin alinarak

gerceklerstirilmigtir.

Poliklinigimize entelektiiel yetersizlik (EY) ve/veya gelisme geriligi nedeniyle
bagvuran hastalardan spesifik bir sendromla iliskilendirilmemis olan hastalara Array-
CGH uygulanmistir. Array-CGH sonucuna goére klinik 6nemi bilinmeyen/olast
patojenik olarak degerlendirilen CNV’lerde bulunan, hastanin fenotipiyle iliskili
olabilecek genlere yonelik qPCR uygulanmistir. Tablo 7°de qPCR uygulanan 10
hastaya ait demografik 6zellikler, muayene bulgular1 ve tetkik sonuglar1 6zetlenmistir.
Hastalardan ikisi (2. ve 3. hastalar) monozigotik ikiz olup, aCGH ve gPCR
sonuglarinda i¢ kontrol olmasi amaciyla her iki kardes birden degerlendirmeye
alinmistir. Tespit Edilen CNV’lerin kalittm durumlarinin belirlenmesi i¢in, hastalarin

qPCR c¢alismasi ebeveynleri ile birlikte yapilmistir.
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Klinik

degerlendirme

Array CGH
sonuglarinin
analizi ve sorumlu
CNV'lerin tespiti

Dogrulanmis

DNA eldesi ve CNV'lerin

Array CGH
uygulamasi

gPCR igin, aday gPCR uygulamasi
genlere yonelik ve sonuglarin
primer tasarimi degerlendirilmesi

hastalikla
iliskilendirilmesi

Sekil 15: Degerlendirmeye alinan hastalara uygulanmis olan ¢alisma basamaklarinin 6zeti
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Tablo 7: Hastalarin klinik bilgileri ve tetkik sonuglari

Hastalar 1. Hasta 2. Hasta 3. Hasta 4. Hasta 5. Hasta 6. Hasta 7. Hasta 8. Hasta 9. Hasta 10. Hasta
Yas 9 yas 20 ayhk, monozigotik ikiz esi 20 ayhk, monozigotik ikiz esi 3 aylik 19 aylik 2 yas 5 giinliik Syas 4 ay 3,5 yas 7 yas
Cinsiyet E E E K K K E K K K
Aile 5. derece Ayni koyla, P A 3. derece P 3. derece
dykiisii Uzak akraba 3. derece akraba 3. derece akraba akraba anne BC:3p Ozellik yok Ozellik yok akraba Ozellik yok akraba
Prenatal Ozellik yok e R PM' g GegRgrnel PM' g Ozellik yok Ozellik yok IUGR Polihidramniyoz | Ozellik yok DU§L.Ik. Ozellik yok
regile regile tehdidi
Term, NSVY,
Natal Term, C/S 36 hf, C/S 36 hf, C/S Term, NSVY Term, C/S Term, C/S Term, C/S 33 hf, SGA zor dogum Term, NSVY
EY, otizm
benzeri . . o i . . Buyume- Hipotoni, Imperfore
Hipotoni, primer pulmoner . . . i Atipik yuz, EY, gelisme | EY, gelisme . S . . . L
bulgular, . . ] eus Hipotoni, gelisme geriligi, sik i s Dismorfik ylz, gelisme epilepsi, anus, yliksek
Postnatal oo hipertansiyon, gelisme geriligi, o . . . pulmoner geriligi, geriligi, -~
e konjenital e Y akciger enfeksiyonu, inmemis . : ; . . ; duodenal geriligi, konusma kas ve
oyku yutma guicliga, sik akciger . hipertansiyon, hipotoni, epilepsi, . . . "
katarakt, . testis . . . : atrezi, tekrarlayan gecikmesi, karaciger
. . enfeksiyonu VSD mikrosefali Hipotoni L . .
direncli kusma agresivite enzimleri
glokom
Mikrosefali,
yay Dar alin, uzun Mikrosefali,
. Mikrosefali, seklinde ‘ . kl.rplkler, ger.1.|§ t.).ur_un Maqusef?ll,
Horizontal . kaslar, Mikrosefali | strabismus, kisa koprisd, ifadesiz yiz, . .
- medialde . , Hirsutizm,
. ) kaslar, kiicik _— . uzun Strabismus, palpebral columella derin
Dismorfik . ) Seyrek sag ve kirpikler, yiksek . seyrek kaslar, . . o kahn kaslar,
e agiz,uplift L . Seyrek sag ve kirpikler . kirpikler, arkaya araliklar, yiksek below ala yerlegimli
ozellikler kaslar, belirgin ciltalti venleri genis . . L R . anteverte
kulak sol elde tek distk burun koprisd, nasi, ince gozler, orta
L palpebral . .. nares
lobilleri transvers kulaklar uzun ve silik dudaklar, yuz
araliklar . . o . .
gizgive 5. filtrum, belirgin hipoplazisi
parmakta retrognati kulaklar
klinodaktili
Kranial MR N Kas biyopsisi:
I§|tn.1.e N . Atrofik Epilepsi, VSD, sol bobrek myo;.)atlk/.haflf
Frajil-X Ince korpus kallozum serebellum hidrosefali Stereotipik agenezisi Kranial MR distrofik
Ek testler | tekrar sayisi Metabolik testler N EKO: PFO ) ’ . ’ P a8 ’ Rasitizm degisiklik,
ince korpus ince korpus | hareketler hipospadyas normal L
N kallozum kallozum EKO: kiiclk
Williams sekundum
FISH N ASD
Kromozom 46,XY, 46,XY,
analizi ae,Xy +der(22)t(X;22)(q28;q11.2)mat | +der(22)t(X;22)(q28;q11.2)mat 46,XX 46,XX 46,XX 46,XY,del2p23 46,XX 46,XX 46,XX
dup22qi1l.1 dup22qi11.1 del2p24.3-23.3 del14q11.2
Array-CGH | dup10qg23.31 dupXq28 dupXqg28 dupl13q34 dupXql2 del5qg33.1 del2p22.1 de|11q13.4 dupXpl1.4 dup17p13.3
dup13g34 dup13g34 del6p24.2-24.1 9.

E: erkek, K: kiz, DM: diyabetes mellitus, C/S: sezaryen, NSVY: normal spontan vajinal yolla dogum, SGA: Small for Gestational Age, EY: entelektiiel yetersizlik,

VSD: ventrikiiler septal defekt, BC: bas cevresi, N: normal, PFO: patent foramen ovale, ASD: atrial septal defekt., dup: duplikasyon, del: delesyon
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2.1 YONTEM

Hastalara uygulanmis olan Array CGH 8X60K ISCA yontemi ve hasta-anne-

baba iigliilerine uygulanmis olan qPCR yontemi ile ilgili protokoller asagida

verilmistir.

2

1.1 Array CGH 8x60K ISCA Protokolii

Hastalara, iiretici firmanin 6nerdigi protokole

(http://www.aqgilent.com/cs/library/usermanuals/Public/G4410---

90010 CGH_Enzymatic_7.4.pdf) uygun olarak 8x60K Array CGH

(Agilent®, Santa Clara, USA) uygulanmustir. Islem basamaklari agagida siralanmusir:

1.

2.

©

DNA Eldesi
Restriksiyon Enzim Kesimi
. Ligasyon

.PCR

. PCR Piirifikasyon

. PCR Uriinlerinin Ol¢iimii

. Fragmantasyon
. Isaretleme

. Hibridizasyon

10. Yikama/Boyama/Tarama
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1. DNA Eldesi
DNA asagida anlatilan “yiiksek konsantrasyonlu tuzla ¢oktiirme yontemi” ile

elde edilmistir.

1. glin

1- 2,5 ml kan 15 ml’lik steril tiipe alinip, iizerine 15 ml’ye tamamlayacak
sekilde 6nceden hazirlanmis otoklavlanmis soguk bidistile su konulur.

2- Asagi yukan calkalayarak 2-3 dk. hizli olarak karistirilir.

3- 2200 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

4- Siipernatant atilip pelletin iizerine 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
lizerine ters ¢evrilip, siiziilmesi saglanir.

6- Siiziildiikten sonra tekrar cevrilerek iizerine 37,5ul Proteinaz K (20
mg/ml),750 pl lysis buffer, 50 ul SDS konup calkalanir.

7- Bir gece 37 °C de bekletilir.

2. glin

8- 500 ul Amonyum asetat eklenip, 20 kez asag1 yukar1 hizla karistirilarak 10
dk. oda 1s1sinda bekletilir.

9- 3500 rpm de 15 dk santrifiij edilip, tizerindeki slipernatant bagka 15 ml’lik

tiipe aktarilir.
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10- Tiipiin i¢indekinin iki kat1 kadar absolii etanol konulup, hafif karistirilarak
icindeki DNA belirginlestirilir.

11- Onceden igerisine 250 pl TE konan mikrosantrifiij tiiplerine pipet ucuyla
alman DNA konulup, 1 giin oda sicaklifinda bekletilir ve ¢6ziinmesi saglanir.

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

2. Restriksiyon Enzim Kesimi

Calismada 250 ng (50ng/ul) genomik DNA kullanilir. Buz {izerinde uygun
miktarlarda tampon kullanilan arraye uygun enzim, BSA ile kesim karisimi
hazirlanir. DNA ile karistirilarak uygun inkiibasyon programinda kosullara gore 2-16
saat aras1 kesim reaksiyonu yapilir. Kesim sonrasi drnekler agaroz jelde yiiriitiilerek

kontrol edilir ve drnekler -20°C’de saklanir.

3. Ligasyon

Buz iizerinde uygun miktarlarda tampon, ligaz enzimi, ve kesim enzimine
uygun adaptor ile ligasyon karisimi hazirlanir. DNA ile karigtirilarak uygun
inkiibasyon programinda yaklasik 3 saat ligasyon reaksiyonu yapilir. Ornekler -

20°C’de saklanir.

4. PCR
Ligasyon sonrast {irlinler diliie edilerek PCR asamasina hazirlanir. PCR icin

gerekli olan malzemeler (enzim, primer, ANTP gibi) buzda karigim olarak hazirlanir
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ve DNA eklenir. Kullanilacak PCR cihazina gére uygun program yazilir ve PCR

reaksiyonu yapilir. PCR sonras1 6rnekler agaroz jelde yliriitiilerek kontrol edilir.

5. PCR Piirfikasyon

Piirifikasyon icin PCR reaksiyonuna uygun miktarda ‘“magnetics bead”
sollisyonu eklenir. Karigim magnetik stand de bekletilip tiipiin alt kisminda toplanan
DNA uygun mikropipetle almir. Islem sonu elde edilen iiriinler spektrofotometrik

analizle 6lciiliir. Ornekler -20°C’de saklanir.

6. PCR Uriinlerinin Ol¢iimii
Uygun cihaz kullanilarak piirifiye edilmis PCR iirlinlerinin konsantrasyonu
oOl¢iiliir. Fragmantasyona hazirlik i¢in {irlinlere uygun tampon eklenip, vorteks ve spin

yapilir.

7. Fragmantasyon

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

yiiriitiiliip kontrol edilir.
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8. Isaretleme
Buzda enzim, tampon gibi malzemelerle isaretleme karisimi hazirlanip
fragmante olmus DNA karisima eklenir. Termal Cycler’da uygun programda yaklasik

4 saat isaretleme reaksiyonu gerceklesir. Ornekler -20°C’de saklanir.

9. Hibridizasyon

Hibridizasyon agsamasi i¢in gerekli soliisyonlar ve tamponlar dnceden gereken
miktarda hazirlanir. Bu soliisyonlardan uygun miktarlarda kullanilarak bir karigim
hazirlanir. Karigima isaretlenmis DNA Orneg8i eklenip, gereken sicakliklarda
inkiibasyon yapildiktan sonra, karisimdan uygun miktar mikropipet ile arraylere
enjekte edilir. Arrayler Hibridizasyon Firinina yerlestirilir ve 49°C, 60 rpm rotasyonla

16-18 saat hibridizasyon gerg¢eklestirilir.

10. Yikama/Boyama/Tarama

Yikama asamasi 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 onemlidir. 16-
18 saat Hibridizasyon sonrasi array i¢inde olan sivi mikropipet ile geri cekilip, yerine
uygun miktarda tampon enjekte edilir. Soliisyonlar, boyalar ve array yikama
istasyonuna yerlestirilir. Arraye uygun yikama protokolii bilgisayar programindan
secilip, protokol baslatilir. Yikama islemi bittikten sonra yine program yardimiyla

tarama iglemi gergeklestirilir.
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2.1.2. Array CGH Verilerinin Analizi ve Aday CNV’lerin

Belirlenmesi

aCGH calismasinda elde edilen veriler degerlendirilirken;

. En az 3 prob ile temsil edilen
. Gen iceren
J Minimum mutlak ortalama logaritmik degeri 0.25’in {izerinde

olan CNV’ler dikkate alinmaktadir.

1) Yanlis pozitif sonuglarin ayiklanmasi: Array CGH yonteminde yanlis
pozitif sonuclar elde edilebilmektedir. Bu degisikliklerin ayiklanabilmesi i¢in; belirli
alana diisen prob sayisi, prob yerlesimleri ve dagilimlar1 degerlendirilir. Ayrica aym
platformda yapilan analizlerde farkli hasta gruplarinda siklikla karsilagilan

degisiklikler yanlis pozitif olarak degerlendirilmektedir.

2) Saglikli toplumda sik goriilen CNV’lerin ayiklanmasi: Benign ya da olasi
benign olarak adlandirilan degisikliklerin degerlendirilmesinde yerel ve uluslararasi
veritabanlarindan yararlanilmaktadir. Bu veritabanlarinin basinda Database of
Genomic Variants (DGV) gelmektedir.

3) Geri kalan degisikliklerin fenotiple iligkisinin arastirilmasi: Elde edilen
CNV’ler igerisinden hastanin klinigi ile iliskili olabileceklerin degerlendirilmesi i¢in

c¢esitli veritabanlar1 kullanilmaktadir;
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J DGV

. UCSC Genome Bioinformatics

. Decipher (Database of Chromosome Imbalance and Phenotype
in Humans Using Ensemble Resources)

. Pubmed

. OMIM (Online Mendelian Inheritance In Man)

o Uniprot
o Genecards
o MGI (Mouse Genome Informatics)

Bu kriterlere gore degerlendirmeye alinan degisiklikler asagidaki sekilde

siiflandirilir:
a. Hastaligin nedeni olanlar (patojenik)
b. Hastaliga neden oldugu diisiiniilenler (olasi patojenik)
C. Hakkinda yeterince calisma bulunmayanlar (klinik o6nemi
bilinmeyen)
d. Uluslararas1 veritabanlarinda saglikli popiilasyonda siklikla

bildirilenler (olas1 benign)
Yukaridaki kriterlere gore patojenik/olasi patojenik ya da klinik 6nemi
bilinmeyen 10 degisikligin (delesyon/duplikasyon) konfirmasyonu i¢in qPCR analizi

yapilmistir. Tablo 8’de galismaya dahil edilen 10 CNV ve ozellikleri belirtilmistir.
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Tablo 7: Calismaya dahil edilen CNV’lerin genomik yerlesimleri, blyuklGgu, siniflamasi ve ilgili

bolgede bulunan prob sayisi
Hasta | Genomik Konum Boyut Delesyon/ Yorum
no (Grch37/hg19) Duplikasyon
10qg23.31(92095432-92548183) |452 kb Duplikasyon Olasi Patojenik
13934(114943814-115011507) |67 kb Duplikasyon Klinik Onemi
Bilinmeyen
3 13034(114957933-115011507) |53 kb Duplikasyon Klinik Onemi
Bilinmeyen
4 13034(115004778-115047826) |43 kb Duplikasyon Klinik Onemi
Bilinmeyen
Xg12(67131889-67568066) 436 kb Duplikasyon Olasi Patojenik
5033.1(151243145-151547865) |304 kb Delesyon Olasi Patojenik
2p24.3-p23.3(13664684- 10 Mb Delesyon Patojenik
24173207)
2p22.1(38725171-40206339) 1,4 Mb Delesyon Patojenik
6p24.2-p24.1(11149035- 1,6 Mb Delesyon Patojenik
12805272)
14911.2(21892210-22897089) |1 Mb Delesyon Olasi Patojenik
Xp11.4(39953078-40496404) 543 kb Duplikasyon Olasi Patojenik
10 17p13.3(810138-1022950) 212 kb Duplikasyon Olasi Paojenik

Mavi renk amplifikasyonu, kirmizi renk delesyonu temsil etmektedir.

kb: kilobaz, Mb: megabaz

ISCA, Array-CGH’in postnatal klinik uygulamasi i¢in Sekil 16’daki

algoritmay1 onermektedir:
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Array CGH ile saptanan degisim

Bilinen patojenik bir degisim mi?

7 -~ Evet
rd

Hayir

il

[ Saghkh bireylerde bildirilmis mi? ] [ Ikinci bir metodla dogrulanarak ]

patojenik olarak raporlanir

.,

. Hayir

",

Evet

",

[ Olasilikla benign varyant ] [ Ebevevnlerdenbirindevarml?]

o

- Hayir
Evet 7
-

o

) Olasilikla patojenik, ikinci bir metodla
Olasihkla benign varyant B
dogrulayip fenotiple iliskili olabilecek

genler belirlenmeli

Sekil 15: Array-CGH ig¢in klinik uygulamada 6nerilen algoritma [40]

2.1.3 Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

1. Aday genlerin ve qPCR uygulanacak bolgelerin belirlenmesi:
Array CGH sonuglarina gore elde edilen aday CNV’lerde bulunan, hastalarin
kliniginden sorumlu olabilecek genler tespit edilip Ensembl [kaynak]
veritabani kullanilarak bu genlerin polimorfizm igermeyen bdlgeleri tespit
edilir.

2. gPCR igin primer dizayni: Ilgili gen icerisinden miimkiin
oldugunca polimorfizm i¢cermeyen (6zellikle intronik bolgeler) 19-25 bazlik
bolgeler aday primer c¢ifti olarak belirlenir. IDT web sitesi [kaynak]
yardimiyla primer ciftlerinin hairpin yapisi, self-dimer veya heterodimer

olusturup olusturmadigi kontrol edilir. Kendi iizerine katlanma ve dimer
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olusturma ihtimali diisiik olan primer giftleri se¢ilir. NCBI-Blast program
[kaynak] yardimiyla hedeflenen PCR iiriin uzunlugu uygun (120-300 baz)
olan, primer ¢ifti caligma sicakliklarinin 1 dereceden fazla olmadigi, genomda

baska bolgelerin ¢ogalmasinin beklenmedigi primer giftleri tercih edilir.

3. Primerlerin optimizasyonu: Primerler ana stok i¢in 100
mikromolar, ¢alisilacak stok i¢in 10 mikromolar olacak sekilde sulandirilir.
Deneme reaksiyonlart her bir primer i¢in hasta ve kontrol DNA’lari
kullanilarak konvansiyonel PCR ile yapilir. Dogru PCR iiriinii elde edilip
edilmedigi, primer dimeri olusumu veya non-spesifik {iriin varligi kontrol
edilir. Farkli sicaklikta, farkli MgJ'2 konsantrasyonlariyla reaksiyonlar
optimize edilir.

4. qPCR yapilmasi: qPCR reaksiyonlar1 BIO-RAD CFX96 Touch
Real-time PCR cihazinda calisilmistir. Real-time cihazi, esik florsansa
ulagilan siklus sayilarin1 (Cycle of Treshold, CT) saptayarak kaydeder. Daha
sonra bu CT’ler kullanilarak baslangicta reaksiyon tiiplerine konulan kalip

DNA'’larin miktar1 belirlenebilmektedir.
Reaksiyonlar, hedef bolge ve kontrol bolge (housekeeping gen olarak Glukoz-

6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PDH)’a yonelik primerler kullanilmistir) i¢in {iger set

olarak ¢alisilmistir. Caligsma taslagi asagidaki gibidir
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Hedef Bélge Reaksiyonlari Kontrol Bélge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
Anne Anne Anne Anne Anne Anne
Baba Baba Baba Baba Baba Baba
Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA
10 ng/ul 10 ng/ul 10 ng/ul 10 ng/ul 10 ng/ul 10 ng/ul
Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA
20 ng/ul 20 ng/ul 20 ng/ul 20 ng/ul 20 ng/ul 20 ng/ul
Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA Kontrol DNA
40 ng/pl 40 ng/ul 40 ng/ul 40 ng/ul 40 ng/ul 40 ng/pl
Reaksiyon Icerigi:
° 18 ul EvaGreen® mastermix
° 1 pl Primer F
° I pl Primer R
. 5 ul DNA (duplikasyon/delesyon olmasma baglh

sirastyla 10ng/ml veya 20 ng/ml lik)

qPCR programi:
1. 94°C 5 dk
2. 94°C30sn
3. Tm°C 30 sn }
4. 94°C 30 sn
5. Tm°C 30 sn

(40 déngii)

(erime egrisi i¢in, burada veri toplama)
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Sonuglarin degerlendirilmesi: Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda, qPCR analizleri igin
tasarlanmis olan excel programi kullanilmistir. Calismalarin dogrulugunu gérmek
icin erime egrileri incelenmis ve non-spesifik PCR f{irlinii veya primer dimeri
olmadigindan emin olunmustur. Calisilan her kuyu icin cihaz tarafindan CT degerleri
kaydedilmektedir. Reaksiyonlarin sonunda 3’er set halinde ¢alisilan DNA’larin CT
ortalamast hesaplanmistir. Hedef bolge ve internal kontrol (G6PDH) CT’leri
oranlanarak standart egri elde edilmis ve kuyulara esit konsantrasyonlarda konulan
DNA’larin reaksiyona baglama miktarlari hesaplanmistir.

Calismamizda, qPCR ile dogrulugu teyit edilen CNV’ler, daha 6nce yukarida
siralanmig olan veritabanlarinda saglikli populasyonda bulunma sikligi, tanimlanmis
olan hastalarla klinik benzerlikler ve kalitim paternleri agisindan arastirilarak genotip-
fenotip korelasyonu yapilmistir. Elde edilen verilerin bilimsel platformlarda

paylasilmasiyla literatiire katki saglanacagi diistiniilmektedir.

3. BULGULAR

1. HASTA
Entelektiiel yetersizlik, otistik davranig paterni, konjenital katarakt ve katarakt
operasyonu sonrast gelisen tedaviye direngli glokom ile basvuran 1. Hastaya ait

detayli array-CGH sonucu ve molekiiler karyotip ideogrami sirasiyla Tablo 9 ve

Resim 1’°de gosterilmistir.
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Tablo 8: 1. Hastaya ait detayli array-CGH raporu

Kromozom | Kayip/Kazang Genomik Boyut Prob | Degerlendirme Gen(ler)
lokalizasyon sayisi
(GRCh37/hg19)
10g23.31 kazang 92095432- 452,752 kb 7 Olasi patojenik HTR7
92548183

Chr 10

Chromosome View
CGH Pane

Resim 1: 1. Hastaya ait molekiiler karyotip ideogram1

Hastada molekiiler karyotipleme sonucunda 10g23.31 bolgesinde 452 kb

biiyiikliigiinde duplikasyon tespit edilmis, gPCR ¢alismasi sonucunda bu duplikasyon

hastada dogrulanmis ve s6z konusu duplikayon annede de tespit edilmisitr. Babaya

(sosyal nedenlerle) qPCR uygulanamamistir. Hastaya ve annesine ait CT degerleri

Tablo 10’da, sonuglarin degerlendirilmesi ile elde edilen kopya sayilar1 Grafik 1°de

verilmistir.
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Tablo 9: 1. Hastaya ve annesine ait gPCR galismasi CT degerleri

DNA
Hedef Bélge (HTR7) Reaksiyonlari Kontrol Bélge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
10 ng/pl 20,05 20,27 20,15 26,26 26,22 26,30
Anne
10 ng/ul 20,04 20,65 20,24 25,34 25,43 25,35
Kontrol DNA
10 ng/ul 20,54 19,55 20,20 23,34 24,17 23,50
Kontrol DNA
20 ng/ul 19,39 18,09 19,40 22,65 22,39 22,55
Kontrol DNA
40 ng/ul 18,02 19,83 18,10 21,29 21,29 21,54
6
5
Z 4 -
>
3
s 3 1
o M HTR7
o
¥ 2
1 .
0 .
1. Hasta Anne Baba K-10 K-20 K-40

Grafik 1: gPCR sonucunda 1. Hastaya ve annesine ait elde edilen kopya sayilari
(babaya gPCR uygulanamamistir). K-10: 10 ng/ul’lik kontrol DNA, K-20: 20 ng/ul’lik
kontrol DNA, K-40: 40 ng/ul’lik kontrol DNA reaksiyonlarina ait sonuglari temsil
etmektedir. Kopya sayisinin 2’den fazla olmasi amplifikasyonu; 2’den az olmasi delesyonlari
gostermektedir.
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2.,3.VE 4. HASTALAR

Monozigotik ikiz olan 2. ve 3. Hastalarin boliimiimiizde yapilan sitogenetik

analizinde ekstra marker kromozom tespit edilmis ve bu marker kromozomun, annede var

olan t(X;22)(g28;q11.2) dengeli resiprokal translokasyonunun 3:1 segregasyon {iriinii

oldugu (tersiyer trizomi) gosterilmistir. Detayli molekiiler analiz amaciyla yapilan aCGH

analizinin sonuglar1 Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 10: 2. ve 3. Hastalarin tespit edilen marker kromozomuna ait aCGH sonuglari

Kromozom Kayip/ Genomik Boyut Prob Degerlendirme Gen(ler)
Kazang lokalizasyon sayisi
(GRCh37/hg19)
2. 22q11.1 kazang 17397498- 305,659 36 patojenik GAB4, CECR7, IL17RA,
hasta 17703156 kb CECR6, CECR5, CECR1
Xq28 kazang 147585891- 7,641 693 patojenik AFF2, IDS, LINCO0893,
155226944 Mb CXorf40A, MAGEA9B,
HSFX2, TMEM185A,
MAGEA11, MGEAS,
CXorf40B, LINC00894,
MAMLD1, MTM1,
CD99L2, HMGB3,
MIR4330, GPR50,
PASD1, PRRG3, FATE1,
CNGA2, MAGEAA4...
3. 22q11.1 kazang 17397498- 305,659 36 patojenik GAB4, CECR7, IL17RA,
hasta 17703156 kb CECR6, CECR5, CECR1
Xq28 kazang 147585891- 7,643 694 patojenik AFF2, IDS, LINCO0893,
155228958 Mb CXorf40A, MAGEA9B,

HSFX2, TMEM185A,
MAGEA11, MGEAS,
CXorf40B, LINC00894,
MAMLD1, MTM1,
CD99L2, HMGBS3,
MIR4330, GPR50,
PASD1, PRRG3, FATEL,
CNGA2...
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Marker kromozom saptanan monozigotik ikizlerin aCGH analizinde 22q11.2

bolgesinde 305 kb’lik duplikasyon ile Xg28 bolgesinde 7,6 Mb’lik duplikasyon

oldugu gosterilmistir. Veri tabanlarinda yapilan arastirmalar dogrultusunda, soz

konusu marker kromozom hastalarin mevcut klinigi ile iliskili bulunmustur.

Marker kromozomu agiklayan duplikasyonlar disinda 2. ve 3. hastalarda, 4.

Hastayla ortak olarak 13q34 bolgesinde duplikasyon tespit edilmistir.

4. Hasta, mikrosefali, hipotoni, pulmoner hipertansiyon, serebellar vermis

agenezisi ve ince korpus kallozum nedeniyle bolimiimiize danigilmistir. 2. ve 4.

Hastalarda ortak klinik bulgu olarak pulmoner hipertansiyon bulunmasi ve aCGH

sonucunda 2., 3. (monozigotik ikiz) ve 4. hastalarda ve ayni bolgede duplikasyon

saptanmis olmasi nedeniyle, bu CNV ii¢ hastada birlikte degerlendirilmistir.

Hastalara ait aCGH sonuglar1 ve molekiiler karyotip ideogramlari sirasiyla

Tablo 12 ve Resim 2’de gosterilmistir.

Tablo 11: 2, 3 ve 4. Hastalarda tespit edilen ortak CNV’ye ait detayli aCGH sonuglari

Kromozom Kayip/Kazang Genomik Boyut Prob Degerlendirme Gen(ler)
lokalizasyon sayisl
(GRCh37/hg19)
2. 13934 kazang 114943814- 67,694 kb 14 Klinik 6nemi CDC16
hasta 115011507 bilinmeyen varyasyon
3. 13934 kazang 114957933- 53,575 kb 13 Klinik 6nemi CDC16
hasta 115011507 bilinmeyen varyasyon
4. 13934 kazang 115004778- 43,049 kb 12 Klinik 6nemi CDC16,
hasta 115047826 bilinmeyen varyasyon UPF3A
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Resim 2 : Sirasiyla 2, 3 ve 4. Hastalara ait molekiiler karyotip ideogramlari

2. ve 3. Hastalarda tespit edilmis olan marker kromozomun, hastalarin klinigini
aciklamakta yeterli oldugu disiiniilmiisse de, ortak klinik bulgu olarak hipotoni,
gelisme geriligi ve pulmoner hipertansiyonu olan 4. Hastada da ayni CNV’nin tespit

edilmis olmasi, bu degisimin detayli incelemesini gerektirmistir.

Uc olguda ve ikiz olgularin ebeveynlerinde qPCR ile CDC16 geninin
duplikasyonu calisilmis, her ii¢ hastada CDC16 geninin duplikasyonu dogrulanmaistir,
bu bdlgenin duplikasyonu, ikiz olgularin babasinda da tespit edilmistir. Hastalara ve
ikiz olgularin ebeveynlerine ait CT degerleri Tablo 13 ve 14’de, sonuclarin

degerlendirilmesi ile elde edilen kopya sayilar1 Grafik 2°de verilmistir.

56



Tablo 12: 2. ve 3. hastalara ve ebeveynlerine ait ait gPCR galismasi CT degerleri

DNA Hedef Bolge (CDC16) Reaksiyonlari Kontrol Bolge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
2. Hasta 25,15 25,53 25,40 25,51 25,17 25,59
10 ng/ul
3. Hasta 25,04 25,15 25,44 26,64 26,6 26,78
10 ng/ul
Anne 24,48 24,32 24,35 24,37 24,32 24,53
10 ng/ul
Baba
23,63 23,71 23,32 26,04 26,02 26,10
10 ng/ul
I 25,31 25,40 25,52 25,09 25,55 25,62
10 ng/ul
RIS 24,61 24,43 24,91 24,35 24,39 24,42
20 ng/ul
Kontrol DNA 23,58 23,98 23,70 23,64 23,55 23,54
40 ng/ul
Tablo 13: 4. Hastaya ait qPCR c¢alismasi CT degerleri
DNA
Hedef Bolge (CDC16) Reaksiyonlari Kontrol Bolge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
4. hasta
10 ng/l 24,27 24,09 24,09 24,78 24,82 24,55
Kontrol
DNA 25,23 25,57 25,25 25,09 25,15 25,05
10 ng/ul
Kontrol
DNA 24,29 24,38 24,47 24,35 24,39 24,40
20 ng/ul
Kontrol
DNA 23,27 23,69 23,35 23,64 23,52 23,40
40 ng/ul
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Kopya Sayisi
N

M CDC16

2. Hasta 3.Hasta Anne Baba 4.Hasta K-10 K-20 K-40

Grafik 2: gPCR sonucunda 2-3. hastalara, ebeveynlerine ve 4. Hastaya ait elde edilen kopya sayilari.
K-10: 10 ng/ul’lik kontrol DNA, K-20: 20 ng/ul’lik kontrol DNA, K-40: 40 ng/ul’lik kontrol DNA
reaksiyonlarina ait sonuglari1 temsil etmektedir. Kopya sayisinin 2’den fazla olmasi amplifikasyonu;

2’den az olmasi delesyonlari gostermektedir.

5. HASTA

Entelektiiel yetersizlik, mikrosefali, gelisme geriligi nedeni ile bagvuran, dismorfik
muayenesinde yay seklinde kaslar ve uzun kirpikler gozlenen, kranial MR’inda
hidrosefali ile ince korpus kallozum bulunan, 5. Hastaya ait detayli array-CGH
sonucu Tablo 15°de, X kromozomunda bulunan CNV’ye ait molekiiler karyotip

ideogram1 Resim 3’de gosterilmistir.
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Tablo 14: 5. Hastaya ait aCGH raporu

Kromozom Kayip/ Genomik lokalizasyon Boyut Prob Degerlendirme Gen(ler)
Kazang (GRCh37/hg19) sayisl
19p12 kazang 20830072-21068757 | 238,686 kb 5 Klinik 6nemi bilinmeyen ZNF626
varyasyon
Xql2 kazang 67131889-67568066 | 436,178 kb 62 Olasi patojenik OPHN1
varyasyon

Chr X

Chromosome View
CGH Pane

Resim 3: 5. Hastaya ait molekiiler karyotip ideogrami

Array-CGH sonucunun dogrulanmasi ve tespit edilen CNV’nin kalitim
durumunun belirlenmesi i¢in qPCR ¢alismasi yapilmig ve sonugta hastanin
kendisinde ve annesinde bu bolgenin duplike oldugu gosterilmistir. Hastanin babasina
ait sonuclar, DNA kalitesine bagli olabilecek nedenlerle giivenilir bulunmamis ve

(anne-babanin ayni koylii olmasi nedeniyle aynt CNV’yi bulundurma ihtimallerinden
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dolay1) qPCR caligmasinin babada tekrarlanmasi onerilmistir. Hastaya, annesine ve
kontrollere ait CT degerleri Tablo 16’da, sonuglarin degerlendirilmesi ile elde edilen

kopya sayilar1 Grafik 3’de verilmistir.

Tablo 15: 5. Hastaya ait gPCRgalismasi CT degerleri

DNA
Hedef Bolge (OPHN1) Reaksiyonlari Kontrol Bolge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
10 ng/ul 24,84 24,4 24,62 26,73 26,69 26,93
Anne
10 ng/pl 24,32 24,55 24,37 26,45 26,64 26,52
Baba o * *
10 ng/pl 25,7 25,75 25,78 28,07 27,80 28,09
Kontrol DNA 24,65 24,72 24,84 25,68 25,68 25,68
10 ng/ul
Kontrol DNA
23,04 23,02 23,01 24,97 24,63 24,85
20 ng/ul
Kontrol DNA 22,13 22,32 22,40 23,35 23,42 23,30
40 ng/ul

*CT degerinin 27 ve iizeri olmasi, qPCR teknigi i¢in sonucun giivenilir olmadigim

gostermektedir (DNA konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir veya kalite bozulmustur).

Kopya Sayisi

H OPHN1

0 -

N

5.Hasta  Anne

Baba

K-10 K-20

K-40
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Grafik 3: gPCR sonucunda 5. Hastaya ve ebeveynlerine ait elde edilen kopya sayilari (babaya ait

sonuglar giivenilir bulunmamistir). K-10: 10 ng/ul’lik kontrol DNA, K-20: 20 ng/ul’lik kontrol

DNA, K-40: 40 ng/ul’lik kontrol DNA reaksiyonlara ait sonuglar temsil etmektedir. Kopya

sayisinin 2’den fazla olmas1 amplifikasyonu; 2’den az olmasi delesyonlar gostermektedir.

6. HASTA

Gelisme geriligi, entelektiiel yetersizlik, epilepsi ve stereotipik hareketler

nedeniyle bagvuran, dismorfik muayenesinde mikrosefali ve arkaya diisiik kulaklar1

olan 2 yasindaki kiz hastaya ait detayli array-CGH sonucu ve molekiiler karyotip

ideogramlari sirastyla Tablo 17 ve Resim 4’de gosterilmistir.

Tablo 16: 6. Hastaya ait aCGH raporu

Kromozom Kayip/ Genomik lokalizasyon Boyut Prob Degerlendirme Gen(ler)
Kazang (GRCh37/hg19) sayisl
5g33.1 kayip 151243145-151547865 | 304,721 kb 4 Olasi patojenik varyasyon GLRA1
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Resim 4: 6. Hastaya ait molekiiler karyotip ideogrami

aCGH sonucunun dogrulanmasi amaciyla qPCR ¢aligmasi yapilmis ve sonugta
bulunan delesyon hastada dogrulanmis, baba ilgili bolgenin kopya sayist agisindan
normal bulunmus, annede ise DNA kalitesindeki problemler nedeniyle giivenilir bir
sonuca ulagilamamistir. Hastaya, anne-babasina ve kontrollere ait CT degerleri Tablo
18°de, sonuglarin degerlendirilmesi ile elde edilen kopya sayilar1 Grafik 4’de

verilmistir.

Hastada ayrica On tani olarak diisiiniilen Rett Sendromu agisindan sorumlu
genlerin dizi analizi yapilmis ve MECP2 geninde patojenik ¢.611C>G (p.S204%*)
mutasyonu saptanmistir. Sonug olarak hasta Rett Sendromu tanis1 almis ve ek olarak

5q33.1 bolgesinde delesyon tasidigi dogrulanmaistir.
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Tablo 17: 6. Hastaya ve ebeveynlerine ait gPCR ¢alismasi CT degerleri

DNA
Hedef Bolge (GLRA1) Reaksiyonlari Kontrol Bélge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
20 ng/ul 25,38 26,05 25,45 24,34 24,60 24,46
Anne . . .
20 ng/ul 32,28 28,65 29,43 23,12 23,66 24,03
Baba
20 ng/jl 25,45 25,52 25,40 25,45 25,55 25,59
Kontrol DNA 25,47 25,60 25,42 25,49 25,54 25,30
10 ng/ul
Kontrol DNA
20 ng/pl 24,63 24,52 24,38 24,38 24,83 24,58
Kontrol DNA 22,92 23,15 23,02 23,78 23,56 23,60
40 ng/ul

*CT degerinin 27 ve tlizeri olmasi, qPCR teknigi icin sonucun giivenilir olmadigini
gostermektedir (DNA konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir veya kalite bozulmustur).
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Grafik 4: gPCR sonucunda 6. Hastaya ve ebeveynlerine ait elde edilen kopya sayilari (anneye ait
sonuglar giivenilir bulunmamistir). K-10: 10 ng/ul’lik kontrol DNA, K-20: 20 ng/ul’lik kontrol
DNA, K-40: 40 ng/ul’lik kontrol DNA reaksiyonlarina ait sonuglar1 temsil etmektedir. Kopya

sayisinin 2’den fazla olmasi1 amplifikasyonu; 2’den az olmasi delesyonlar1 gostermektedir.
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7. HASTA

Dismorfik yiiz, duodenal atrezi, VSD, sol bobrek agenezisi ve hipospadyas

nedeniyle danisilan, dismorfik muayenesinde dar alin, kisa palpebral araliklar, uzun

Kirpikler, strabismus, yiiksek burun kopriisii, uzun-silik filtrum ve retrognatisi olan 5

giinliik erkek hastanin yapilan konvansiyonel sitogenetik analizinde 2p23 bolgesinde

delesyon tespit edilmis olup, hastanin detayli array-CGH sonucu ve molekiiler

karyotip ideogramlari sirastyla Tablo 19 ve Resim 5’de gosterilmistir.

Tablo 18: 7. Hastaya ait array-CGH raporu

Kromozom Kayip/ Genomik Boyut Prob Gen(ler)
Kazang lokalizasyon sayisi
(GRCh37/hg19)
2p24.3- kayip 13664684-24173207 | 10,528 Mb 182 NBAS, DDX1, MYCNOS, MYCN, VSNL1, SMC6,
p23.3 GEN1, MSGN1, KCNS3, OSR1, MATN3, SDC1,
PUM2, HS1BP3, GDF7, APOB, FAM84A,
FAMA49A, RAD51AP2, RDH14, NT5C1B-RDH14,
NT5C1B, FLJ12334, TTC32, WDR35, LAPTMA4A,
RHOB, C20rf43, KLHL29, ATAD2B, UBXN2A
2p22.1 kayip 38725171-40206339 1,481 Mb 45 S0S1, THUMPDZ2, HNRPLL, GALM, SRSF7,
GEMIN6, DHX57, MORN2, ARHGEF33,
LOC375196, CDKL4, MAP4K3, LOC728730,
TMEM178
6p24.2- kayip 11149035-12805272 1,656 Mb 23 NEDDS, HIVEP1, EDN1, TMEM170B, C6orf105,
24.1 PHACTR1
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Resim 5: 7. Hastaya ait molekiler karyotip ideogramlari

Klinik degerlendirmenin ve verilecek genetik danigsmanin netlestirilmesi
amaciyla tespit edilen CNV’lerin dogrulanmasi ve kaliim durumlarinin belirlenmesi

icin qPCR calismas1 yapilmistir.

Yapilan qPCR ¢aligsmalar1 sonucunda

1) 2p24.3-2p23.3 kromozomal bdlgesindeki delesyon (MYCN geni
calisilmistir) hastada dogrulanmis, anne ve babada bu bolgenin kopya sayis1 normal

olarak degerlendirilmistir.

2) 2p22.1 bolgesindeki delesyon (SOS1 geni calisilmistir) hastada
dogrulanmig, anne ve babada bu bdlgenin kopya sayisi normal olarak

degerlendirilmistir.
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3) 6p24.2-24.1 bolgesindeki delesyon hastada dogrulanmis, anne ve babada bu

bolgenin kopya sayist normal olarak degerlendirilmistir.

Hastaya ve ebeveynlerine ait gQPCR ¢alismalar1 CT degerleri Tablo 20, 21 ve
22°de; sonuglarin degerlendirilmesi ile elde edilen kopya sayilari Grafik 5’de

verilmistir.

Tablo 19: 7. Hastaya ve ebeveynlerine ait gPCR galismasi CT degerleri (2p24.3-23,3 igin)

DNA
Hedef Bolge (MYCN) Reaksiyonlari Kontrol Bélge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
20 ng/ul 26,73 26,20 25,84 24,99 26,29 24,80
Anne
20 ng/ul 26,67 25,39 26,59 25,64 26,29 25,73
Baba
20 ng/ul 26,13 26,48 26,89 26,66 25,40 25,60
K | DNA
ontro 26,85 26,65 26,84 26,01 26,15 26,02
10 ng/ul
Kontrol DNA
20 ng/ul 25,69 25,53 25,37 25,29 25,30 25,35
Kontrol DNA
24,76 23,51 24,65 23,99 24,10 23,99
40 ng/ul
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Tablo 20: 7. Hastaya ve ebeveynlerine ait qPCR ¢alismasi CT degerleri (2p22.1igin)

DNA
Hedef Bolge (SOS1) Reaksiyonlari Kontrol Bolge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
20 ng/ul 26,96 26,82 26,52 24,99 24,80 24,91
Anne
20 ng/pl 26,79 26,85 26,70 25,64 25,73 25,51
Baba
20 ng/jl 26,13 26,25 26,54 25,40 25,45 25,30
Kontrol DNA 26,75 26,58 26,38 25,35 26,15 26,02
10ng/ul
Kontrol DNA
20ng/ul 25,56 25,63 25,35 24,02 24,55 25,29
Kontrol DNA 24,62 24,43 24,25 23,38 23,99 24,10
40ng/ul

Tablo 21: 7. Hastaya ve ebeveynlerine ait qPCR calismasi CT degerleri (6p24.2-24.1)

DNA
Hedef Bolge (NVEDD9) Reaksiyonlari Kontrol Bélge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
20 ng/ul 25,48 26,03 25,67 25,02 25,16 24,87
Anne
20 ng/ul 24,81 25,15 25,74 25,13 26,02 26,19
Baba
20 ng/ul 25,68 26,36 25,53 26,04 26,15 26,02
LCIEIRL 24,01 23,90 24,72 25,16 25,09 24,81
10 ng/pl
Kontrol DNA
20 ng/ul 23,28 23,16 23,35 24,19 24,29 24,52
Kontrol DNA 22,51 22,75 23,16 23,14 23,04 22,63
40 ng/ul
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Grafik 5: qPCR sonucunda 7. Hastaya ve ebeveynlerine ait elde edilen kopya sayilari. K-10: 10
ng/ul’lik kontrol DNA, K-20: 20 ng/ul’lik kontrol DNA, K-40: 40 ng/ul’lik kontrol DNA
reaksiyonlarina ait sonuglari temsil etmektedir. Kopya sayisinin 2’den fazla olmasi amplifikasyonu;

2’den az olmasi delesyonlar1 gostermektedir.

8. HASTA

Biiyiime-gelisme geriligi, dismorfik goriiniim ve siklik kusmalar1 nedeniyle
danisilan 5 yasindaki kiz hastanin fizik muayenesinde kisa boy, mikrosefali, yiiksek
kaslar, burun kanatlarindan asagida kalan kolumella, ince dudaklar ve belirgin kulak

kepgeleri gozlenmis olup hastanin detayli array-CGH sonucu Tablo 23’de

gosterilmistir.
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Tablo 22: 8. Hastaya ait array-CGH raporu

Kromozom Kayip/ Genomik lokalizasyon Boyut Gen(ler)
Kazancg (GRCh37/hg19)
11913.4 kayip 74943765-75129727 185,9 ARRB1, RPS3, LOC441617,
63 kb MIR326, SNORD15A, SNORD15B
14911.2 kayip 21892210-22897089 1,004 CHD8, RAB2B, METTL3, SALL2,TOX4,
Mb OR10G3, OR10G2, OR4E2

Hastada 11q13.4 ve 14q11.2 bolgelerinde iki ayr1 delesyon tespit edilmistir.
11q13.4 bolgesinde saptanan delesyon, DECIPHER veri tabaninda el ve ayak
anomalileri olan bir hastada tanimlanmis olup bu CNV, 8. Hastanin klinigi ile

iliskilendirilmemistir.

14q11.2 bolgesinde tespit edilen CNV’nin dogrulanmasi ve kalitim
durumunun belirlenmesi amaciyla qPCR ¢alismasi yapilmistir. Sonugta bu bolgenin
kopya sayis1 hasta, anne ve babasinda normal bulunmustur. Hastaya ve ebeveynlerine
ait CT degerleri Tablo 24’te, sonuclarin degerlendirilmesi ile elde edilen kopya

sayilar1 Grafik 6’da verilmistir.
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Tablo 23: 8. Hastaya ve ebeveynlerine ait gPCR galismasi CT degerleri

DNA
Hedef Bélge (CHD8) Reaksiyonlari Kontrol Bélge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
20 ng/ul 25,45 25,46 25,05 26,60 26,82 26,55
Anne
20 ng/ul 23,76 23,53 23,93 24,33 24,42 25,15
Baba
20 ng/ul 23,54 23,49 23,77 25,60 25,89 26,24
o r:g' /'i’l\'A 24,71 24,18 24,50 26,05 26,28 26,41
Kontrol DNA
20 ng/ul Azl 24,05 24,05 26,15 26,35 26,22
Kontrol DNA
0 mg/ul 23,01 23,32 22,51 25,01 25,40 25,83
3
3 2
>
©
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Grafik 6: qPCR sonucunda 8. Hastaya ve ebeveynlerine ait elde edilen kopya sayilari. K-10: 10
ng/ul’lik kontrol DNA, K-20: 20 ng/ul’lik kontrol DNA, K-40: 40 ng/ul’lik kontrol DNA
reaksiyonlarina ait sonuglar1 temsil etmektedir. Kopya sayisinin 2’den fazla olmasi amplifikasyonu;

2’den az olmas1 delesyonlar1 gostermektedir.
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9. HASTA

Gelisme geriligi, konusma gecikmesi, epilepsi ve agresivite nedeniyle

danigilan 3,5 yasinda kiz hastanin dismorfik muayenesinde makrosefali, ifedesiz yiiz,

derin yerlesimli gozler ve orta yiiz hipoplazisi gézlenmis olup hastanin detayli array-

CGH sonucu ve molekiiler karyotip ideogramlar1 sirastyla Tablo 25 ve Resim 6°da

gosterilmistir.

Tablo 24: 9. Hastaya ait array-CGH raporu

Kromozom Kayip/ Genomik lokalizasyon Boyut Gen(ler) Degerlendirme
Kazang (GRCh37/hg19)
Xpll.4 kazang 39953078-40496404 | 543,327 kb BCOR, ATP6AP2, Olasi patojenik
LOC347411, CXorf38 varyasyon
Chr X

Chromosome View
CGH Pane

Resim 6: 9. Hastaya ait molekiiler karyotip ideogrami
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Xpl1.4 bolgesinde tespit edilen amplifikasyonun dogrulanmast ve kalitim
durumunun belirlenmesi amaciyla qPCR c¢alismast yapilmistir. Sonugta hastada
saptanan duplikasyon dogrulanmis, hafif entelektiiel yetersizlik bulgular1 olan annede
de bu bolge duplike olarak degerlendirilmistir. Babada bu bolgenin kopya sayisi
normal olarak degerlendirilmistir. Hastaya ve ebeveynlerine ait qPCR CT degerleri
Tablo 26°da, sonuclarin degerlendirilmesi ile elde edilen kopya sayilar1 Grafik 7°de

verilmistir.

Tablo 25: 9. Hastaya ve ebeveynlerine ait gPCR calismasi CT degerleri

DNA
Hedef Bolge (ATP6AP2) Reaksiyonlari Kontrol Bélge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
10 ng/ul 25,5 25,6 25,52 25,16 25,37 25,92
Anne
10 ng/pl 25,3 25,39 25,54 24,31 25,69 25,35
Baba
10 ng/ul 26,12 26,85 26,25 26,69 25,3 26,35
Kontrol DNA 25,14 25,66 25,57 23,91 25,18 25,61
10ng/ul
Kontrol DNA
24,41 24,86 24,92 23,24 24,12 24,75
20ng/ul
Kontrol DNA 23,34 23,94 23,88 22,28 23,35 23,52
40ng/ul
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Grafik 7: qPCR sonucunda 9. Hastaya ve ebeveynlerine ait elde edilen kopya sayilari. K-10: 10
ng/ul’lik kontrol DNA, K-20: 20 ng/ul’lik kontrol DNA, K-40: 40 ng/ul’lik kontrol DNA
reaksiyonlarina ait sonuglar1 temsil etmektedir. Kopya sayisinin 2’den fazla olmasi1 amplifikasyonu;

2’den az olmasi delesyonlari gostermektedir.

10. HASTA

Motor gelisme geriligi, ASD, imperfore aniis, yaygin kas giicsiizliigii ve
artmig kas enzimleri nedeniyle danisilan, dismorfik muayenesinde hirsutizm, kalin
kaslar ve anteverte nares gozlenen 7 yasinda kiz hastanin detayl array-CGH sonucu

Tablo 17°de gosterilmistir.

73



Tablo 26: 10. Hastaya ait array-CGH raporu

Kromozom Kayip/ Genomik lokalizasyon Boyut Gen(ler) Degerlendirme
Kazang (GRCh37/hg19)
17p13.3 kazang 810138-1022950 212,813 kb | NXN, ABR, TIMM22 Klinik 6nemi
bilinmeyen varyasyon

17p13.3 bolgesinde tespit edilen amplifikasyonun dogrulanmasi ve kalitim

durumunun belirlenmesi amaciyla qPCR ¢alismast yapilmistir. NXN geninin ilk

ekzonunun ¢alisildigi qPCR’da hastanin ve ebeveynlerinin ilgili kromozomal bolgede

kopya sayisi normal bulunmustur. Hastaya ve ebeveynlerine ait CT degerleri Tablo

28’de, sonuglarin degerlendirilmesi ile elde edilen kopya sayilart Grafik 8’de

verilmistir.

Tablo 27: 10. Hastaya ve ebeveynlerine ait qPCR ¢alismasi CT degerleri

DNA
Hedef Bélge (NXN) Reaksiyonlari Kontrol Bélge (G6PDH) Reaksiyonlari
1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Hasta
10 ng/ul 24,36 25,27 24,35 24 23,11 24,02
Anne
10 ng/ul 25,63 25,51 26,45 25,01 235,98 26,39
Baba
10 ng/ul 25,61 26,55 26,45 24,6 24,91 23,80
Kof(t):’gl /ETA 23,26 22,38 23,65 23,11 22,36 22,73
Kontrol DNA
20ng/l 22.19 22,07 22,76 22,29 22,73 24,01
Kontrol DNA
40ng/ul 21,09 21,35 21,09 21,34 21,24 21,58
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Grafik 8: gPCR sonucunda 10. Hastaya ve ebeveynlerine ait elde edilen kopya sayilari. K-10: 10
ng/ul’lik kontrol DNA, K-20: 20 ng/pl’lik kontrol DNA, K-40: 40 ng/pl’lik kontrol DNA
reaksiyonlarina ait sonuglar1 temsil etmektedir. Kopya sayisinin 2’den fazla olmasi amplifikasyonu;

2’den az olmasi delesyonlar1 gostermektedir.

Hastalara ve ebeveynlerine ait, 5 delesyon ve 5 duplikasyondan olusan

CNV’lere uygulanmis olan qPCR ¢aligmalarinin sonuglart Tablo 29°da 6zetlenmistir.
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Tablo 28: Hastalara ve ebeveynlerine ait qPCR ¢alisma sonuglarinin 6zeti

Hasta Array-CGH Boyut Degerlendirme qPCR Sonucu
No
Hasta Anne Baba

1 chrl0: 92095432-92548183 | 452 kb Olasi patojenik duplikasyon duplikasyon uygulanamadi

2 chr13:114943814- 67 kb | Klinik 6nemi bilinmeyen | duplikasyon normal duplikasyon
115011507

3 chr13: 114957933- 53kb Klinik dnemi bilinmeyen | duplikasyon normal duplikasyon
115011507

4 chr13:115004778- 43 kb | Klinik 6nemi bilinmeyen | duplikasyon | uygulanamadi uygulanamadi
115047826

5 chrX: 67131889-67568066 436 kb Olasi patojenik duplikasyon duplikasyon glvenilir degil*

6 chr5:151243145-151547865 | 304 kb Olasi patojenik delesyon glvenilir degil* normal

7 chr2: 13664684-24173207 10Mb Patojenik delesyon normal normal

7 chr2:38725171-40206339 | 1481 kb Olasi patojenik delesyon normal normal

7 chr6:11149035-12805272 | 1656 kb Olasi patojenik delesyon normal normal

8 chrl4:21892210-22897089 | 1004 kb Olasi patojenik normal normal normal

9 chrX: 39953078-40496404 543 kb Olasi paojenik duplikasyon duplikasyon normal

10 chr17:810138-1022950 212 kb | Klinik 6nemi bilinmeyen normal normal normal

*S nolu hastanin babasina; 6 nolu hastanin annesine ait sonuglar, DNA kalitesinde olas1 probleme bagli olarak veya DNA
konsantrasyonlarinin teknik nedenlerle optimize edilememis olmasi nedeniyle glivenilir bulunmamastir.

(Array CGH sonuglarinda mavi renk duplikasyonu, kirmizi renk delesyonu gostermektedir).
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4. TARTISMA

Array-CGH, genom boyu kopya sayilar1 hakkinda bilgi veren, olduk¢a yaygin
kullanilan bir yontemdir. Uluslararasi1 Sitogenomik Array (International Standard for
Cytogenomic Array, ISCA) Konsorsiyumu kromozomal mikroarrayi, entelektiiel
yetersizlik, gelisme geriligi ve ¢coklu konjenital anomalisi olan hastalarda ilk secenek
tan1 testi olarak Onermektedir. Ancak mikroarray, teknik nedenlerden kaynaklanan
yanlis  pozitif sonuglar nedeniyle, zaman zaman yanlis taniya da
yonlendirebilmektedir. Saptanan degisikliklerin dogru yorumlanmas: i¢in fenotipik
etkisi oldugu diisiiniilen degisikliklerin gilivenilir bir bagka yontem ile dogrulanmasi

ve kalitim ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Bu amagla kullanilan yontemlerden biri olan qPCR, FISH teknigi ile
karsilastinlldiginda hiicre  kiiltiirii  gerektirmemesi, ¢ok kiiciik degisiklikleri
saptayabilmesi, uygulamanin basit olmasi, duplikasyonlar1 saptayabilmesi, MLPA
yontemine gore ucuz olmasi ve yeni kit gelistirilmesini gerektirmemesi  gibi
avantajlart sayesinde son yillarda aCGH sonuglarim1 dogrulamada siklikla tercih
edilen yontem olmaya baglamistir. Ancak ¢alismanin optimizasyonu her zaman
mimkiin olmamakta ve DNA Kkonsantrasyonlarinin sabitlenmesinde teknik olarak

zorluk yasanabilmektedir.

Tez kapsaminda entelektiiel yetersizlik ve/veya coklu konjenital anomali

nedeniyle basvuran, klinik degerlendirme sonucunda Array-CGH uygulanan ve
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sonuglarin dogrulanmasi i¢in qPCR yontemi uygulanmis olan 10 hastanin 10 CNV

bolgesi degerlendirilmistir (Tablo 29).

gqPCR c¢alismasinda toplam iki ebeveynde uygunsuz CT degerleri elde edilmis
ve tekrarlanan c¢alismalarda bu durum diizelmediginden, problemin DNA
konsantrasyonun optimize edilememesi ve/veya olast DNA kalitesizligi olduguna
karar verilmis ve qPCR sonucu giivenilir bulunmamustir. Teknik bir sorun olan DNA
konsantrasyonlarinin optimizasyon zorlugu, qPCR’1n sik karsilasilan kisitliliklarindan
biridir. Kalan 30 c¢alismada (30/32) (hasta-anne-baba toplam c¢alismalari1) giivenilir

CT degerlerine ulagilmistir.

Sonugta array CGH ile saptanmig olan 10 CNV’nin 8’1 qPCR ile
dogrulanmistir. Bunlardan 4’1 ailesel, 3’ii de novo olup 1’inin tek ebeveyninden

giivenilir sonug elde edilmemistir (Sekil 16, Tablo 29).
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3'0 maternal
4'G ailesel

1'i paternal

8 CNV

dogrulandi 3'0 de novo

2CNV yanlis 1'inin tek ebeveyn

¢alismasi basarisiz
(digeri normal)

pozitif

Sekil 16: gPCR Calisma Sonuclarinin Ozeti

Probandda tespit edilen CNV’nin etkilenmemis (oldugu belirtilen) ebeveynde
de saptanmas1 durumunda, CNV’lerin olas1 yanlis siniflandirilmasina engel olunmast
amactyla, oncelikle s6z konusu ebeveyn detayli 6ykii ve muayene ile hafif olabilecek
bulgular agisindan degerlendirilmelidir. Tamamen saglikli ebeveynden aktarildigi
gosterilen CNV olasilikla benign bir degisiklik olarak degerlendirilir ancak asagidaki

durumlar buna istisna niteligindedir;

. Penetrans yoklugu: CNV patojeniktir fakat tasiyic1 ebeveynde

penetran degildir.
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. Degisken ekspresivite: Ebeveyndeki bulgular subklinik olup
daha sonra ortaya ¢ikabilir.

J Mikroarray ile tespit edilemeyen ikinci bir mutasyon olmast:
Proband resesif kalitilan bir hastalifa sahip olabilir (6rnegin etkilenmemis
ebeveynden delesyon, diger ebeveynden nokta mutasyonu aktarilmig olabilir).
Alternatif olarak, probandda ek olarak bir veya daha fazla modifiye edici
durum sz konusu olabilir.

o Ebeveynde bulunan CNV mozaik durumda olup bu nedenle
subklinik goriiniiyor olabilir.

o Probandda bulunan CNV, ebeveynde tespit edilen ile aym
boyutta olmayabilir. CNV’lerin, sonraki kusaga aktarilirken nadiren modifiye
olabildigi (delesyonun boyutunun artabildigi) bilinmektedir.

o X kromozomunda bulunan CNV’ler: Erkek probandda
saptanan CNV’nin etkilenmemis annede tespit edilmesi durumunda anne,
bulgu vermemis tasiyici olarak diistintilmelidir. X kromozomu inaktivasyon
caligmalar bilgi verici olabilir ancak X’e bagl kalitilan her hastalikta, tagiyici
kadinlarda X inaktivasyonundan kagis goriilmemektedir. Bu nedenle anne

tarafindaki erkek bireylerin incelenmesi daha bilgi verici olacaktir [42].

Yukarida siralanan nedenlerden dolayi, de novo ve yiiksek penetransh
CNV’lerin hastaliklarla iliskisi daha kuvvetli olmakla birlikte, saglikli ebeveynden

aktarilan kopya sayis1 degisiklikleri de hastalik nedeni olabilmektedir. Hastalik
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nedeni oldugu bilinen bir ok CNV’nin (22q11.2 delesyonu, 1g21.1 delesyonu gibi)
degisken penetrans ve ekspresivite gosterdigi bilinmektedir ve bu say1 giin gegtikge

artmaktadir [43].

Diisiik penetransh degisikliklerin patojenitesinin netlestirilmesi i¢in daha fazla
hasta g¢alismast ve CNV sikliginin belirlenmesi igin biiyiikk 6l¢ekli vaka-kontrol
caligmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle elde edilen genotip-fenotip degerlendirme

sonuclarinin ortak platformlarda paylasilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Kopya sayisi degisikliklerinin fenotipe etkisindeki faktorlerin arastirildig bir
calismada ebeveynlerden kalitilan bir CNV’nin, ikinci bir CNV ile birlikte olmaya
yatkin oldugu sonucuna ulasilmis ve tespit edilen 2. degisimin siklikla anneden
kalitildigr goriilmiistiir [44]. Bu tez ¢alismasinda da dogrulanmis olan 8 CNV’den
4’{inlin ailesel oldugu ve bunlarin 3’liniin anneden aktarildig1 goriilmiistir. Ailesel
olan bu 4 CNV’den ikisinde (ikiz olgular ve 5. Hasta) eslik eden ikinci bir kopya

sayist degisimi bulunmaktadir (5. Hastadaki degisimin dogrulanmasi gerekmektedir).

Son yillarda qPCR’in aCGH sonuglarin1 teyit etmedeki giivenilirliginin
degerlendirilmesi amaciyla farkli genisliklerde calismalar yapilmis ve qPCR’in
saptanan degisiklikleri dogrulamada ve ebeveyn calismalarinda oldukga giivenilir bir
yontem (spesifite %100 ve buna yakin) oldugu goriilmiistiir [45]. Bu tez ¢aligmasi ile
elde edilen veriler laboratuvarimizda uygulanmakta olan qPCR’1m aCGH sonuglarinin

dogrulanmasinda etkin ve giivenilir olarak kullanilabilecegini destekler niteliktedir.
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8. ve 10. Hastalarda aCGH ile saptanmis olan iki boélgedeki kopya sayisi

degisikligi qPCR calismasinda gosterilmemistir (normal olarak degerlendirilmistir).

aCGH ve qPCR c¢alismalarinin giivenilirliginin degerlendirilmesi amaciyla ilgili 2

hastanin aCGH sonuglar1 tekrar degerlendirmeye alinmig ve 8. Hastada array

kalitesinin tim genomda diisiik (derivative of log ratio SD=0,38 (<0,2 olmasi

idealdir)); 10. Hastada bolgeye 0zgii prob ortalama logaritmik degerinin diisiik

(bolgeye 6zgii mean log ratio=0,25 (1’e yakin olmasi idealdir)) oldugu tespit

edilmistir (Tablo 30). Bu veriler dogrultusunda, hastalara ait aCGH sonuclarinin

yanlig pozitif olduguna karar verilmistir.

Tablo 29: Yanhs pozitif oldugu saptanan iki aCGH sonucunun kalite verileri. Saptanan CNV, boyutu,
bolgedeki prob sayisi, tim genom veri kalitesi (derivative of log ratio SD), bolgede yer alan problarin sifir

cizgisine uzakliklarinin ortalamasi (b6élge mean log ratio).

Hasta CNV Boyut Prob Tim genom Bolge
No Sayisi DerivativeOfLogRatio MeanLogRatio
8 del 14g11.2 1004 kb 21 0,38 0,62
10 dup 17p13.3 212 kb 26 0,16 0,25

Array CGH analizinde yanlis pozitif sonuclarin nedenlerini siralayacak

olursak;

1) Tim genom i¢in array veri kalitesinin diisiik olmas1 (genomda problarin

daginik yerlesimli olusu [yiiksek ‘“derivative of log ratio SD” degeri], floresan

ol¢iimii etkileyecek diizeyde kirliligin fazla olusu)
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2) ilgili bdlgedeki prob sayisinin az olmasi
3) Problarin birbirine uzakliginin fazla olmasi

4) Degisiklik saptanan bdolgedeki problarin sifir ¢izgisinden uzakliklarinin
ortalamasidir (bolgeye 6zgii mean log ratio) [Agilent CytoGenomics Reference

Guide].

Mikroarray c¢alismalarinda en 6nemli konulardan biri, veri kalitesidir. Bu
nedenle detayli analizlere baslamadan 6nce, c¢alisilan verilerin teknik bir sorun icerip

icermedigi degerlendirilmelidir [45].

Analiz sonucunda elde edilen wveriler tek tek her bir hasta igin

degerlendirildiginde:

1. Hastanin Array CGH ile 10923 bolgesinde saptanmis olan 452 kb’lik
duplikasyon qPCR ile dogrulanmis ve bu duplikasyon annede de gosterilmistir (Tablo
29). Saglikli toplum veri tabani olan DGV’ye gore polimorfik olmayan duplikasyon
bolgesinde; 5-hidroksi triptamin (serotonin) reseptor 7’yi kodlayan HTR7 geni
bulunmaktadir. HTR7 geni otistik ve noropsikiatrik hastaliklar i¢in aday bolge olarak
kabul edilmektedir [46]. Ayrica selektif serotonin gerialim inhibitorlerinin goz igi
basinci lizerine etkilerinin arastirildigi farkli hayvan g¢alismalarinda HTR7 geninin
retina, lens, iris ve siliyer cisimcikte eksprese oldugu ve 5-HT7 agonistlerinin
intraokiiler basinci artirdig1 gosterilmistir [47,48]. Hastada var olan otizm benzeri

bulgular, konjenital katarakt ve tedaviye direngli glokom bulgular1 goz Oniinde
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bulunduruldugunda bu duplikasyonun hastanin klinigi ile iliskili olabilecegi
diisliniilmiistiir. Hastanin anne tarafinda birden fazla akrabada tedaviye direncli
glokom olmasi ve annede de duplikasyonun tespit edilmis olmasi, ilgili CNV’nin
klinikten sorumlu olabilecegi fikrini desteklemekte ve anne i¢in penetrans yoklugunu
diistindiirmektedir. Ancak bu iliskinin netlestirilmesi amaciyla glokomlu diger aile
bireylerinin incelenmesi gerekmektedir. Bununla birlikte bu duplikasyonun otizm ya
da katarakt ve glokoma yatkinlik olusturabilecegi ve klinigin aciga ¢ikmasinda farkl

genetik ve cevresel faktorlerin rol oynayabilecegi unutulmamalidir.

2. ve 3. hastalar monozigotik ikiz olmasina ragmen, test sonuglarinin birbirini
teyit etmesi amaciyla her ikisi birden tez ¢alismasina kabul edilmistir. Bu hastalarin
sitogenetik analizinde marker kromozom tespit edilmis ve bu marker kromozomun,
hastalarin klinigini agiklamakta yeterli oldugu diisiiniilmiisse de, ortak klinik bulgu
olarak hipotoni, gelisme geriligi ve pulmoner hipertansiyonu olan 4. Hastada da ayni

CNV’nin tespit edilmis olmasi, bu degisimin detayli incelemesini gerektirmistir.

2. 3. ve 4. hastalarin 13q34 kromozomal bolgesinde tespit edilen duplikasyon
her ti¢ hastada dogrulanmis ve ikiz hastalarin babasinda da gosterilmistir (Grafik 2,
Tablo 29). Saptanan bu duplikasyon, ClinVar veri tabaninda “olas1 benign” olarak
bildirilmis olmakla birlikte, literatiirde ayn1 bolgede duplikasyonu olup otizm ve/veya
entelektiiel yetersizlik bulgularma sahip hastalarin olmasi [49-52] ve subtelomerik
bolgede yer almasi nedeniyle, “klinik Onemi bilinmeyen varyasyon” olarak
degerlendirilmistir. Mevcut duplikasyonun ikiz hastalarin iletisim problemi olan
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babalarinda da tespit edilmis olmasi, hastalarin klinigine bu CNV’nin katkisi

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

S6z konusu duplikasyon bolgesinde CDC16 geni ve 4. Hastada ayrica UPF3A
geni bulunmaktadir. Her {i¢ hastada ortak olarak duplike goriinen CDC16 geni, hiicre
dongiisiinde gorevli anafaza yonlendirici kompleksin (Anaphase-promoting complex,
APC) bir subiinitini (APC6) kodlar ve mitoz boliinme i¢in esansiyeldir. APC

kompleksinin her bir protein komponenti 6karyotlarda yiiksek oranda korunmustur.

Ikiz olgularin birinde (2. Hasta) ve 4. Hastada primer pulmoner hipertansiyon
klinigi mevcuttur. Bu durumun monozigotik ikiz hastalardan yalnizca birinde
bulunmasi, sorumlu olan genetik nedenin degisken ekspresivitesine bagh
olabilecegini ya da heniiz diger kardeste ortaya c¢ikmamis olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Veri tabanlarinda benzer bdlgenin duplikasyonuna veya CDC16
geninin mutasyonuna sahip hastalar igerisinde ozellikle pulmoner hipertansiyon
klinigi arastirilmis fakat bildirilen olgu bulunamamis olmasina ragmen, iki ayri
pulmoner hipertansiyonlu hastada tespit edilen ve gPCR ile amplifikasyonu
dogrulanan CDC16 geninin pulmoner hipertansiyonla iligkili olma olasilig1

dislanamamustir.

5. Hastada Xql2 bolgesinde saptanan 436 kb’lik, qPCR ile dogrulanan
duplikasyon bolgesinde OPHN1 geninin son 23 ekzonu bulunmaktadir. OPHN1

geninin mutasyonlarinda “Mental retardation, X-linked, with cerebellar hypoplasia
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and distinctive facial appearance” sendromu goriilmektedir (OMIM #300486).
Literatiirde bu genin duplikasyonu ile ilgili net bir klinik veri bulunmamakla birlikte,
daha biiyiik duplikasyonu olan, mikrosefali, dismorfik yliz goriinlimii, ileri derecede
mental retardasyon ve konusma bozuklugunun eslik ettigi hastada klinikten sorumlu
olabilecek genin OPHN1 olabilecegi iizerinde durulmustur [53]. ClinVar
veritabaninda ise bu varyasyon icin iki farkli referans bulunmaktadir ve sirasiyla
“patojenik”  (RCV000135880.3 review status: 0/4; onaylama kriterleri
saglanmamugstir) ve “klinik 6nemi bilinmeyen” (RCV000054200.4 review status: 1/4;
onaylama kriterleri saglanmistir) varyasyon olarak degerlendirilmistir. Bu veriler
15181nda, hastamizda bulunan varyasyon “olas1 patojenik” olarak degerlendirilmis ve

hastanin klinigi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

qPCR c¢alismasinda saglikli olan annede de duplikasyon gosterilmistir.
OPHN1 geninin mutasyonlarinda ortaya c¢ikan X’e bagli mental retardasyonda
tasiyict kiz hastalarin fenotiplerinin degisken diizeylerde etkilenmis olabilecegi
bilinmektedir [54,55]. Hastanin babasina ait qPCR sonuglar1 ise giivenilir
bulunmamaistir. Sonuglarin giivenilir olmama nedenlerinden yukarida bahsedilmistir.
Anne-babanin ayni koylii olmasi, bu nedenle aynt CNV’yi bulundurma ihtimalleri
olmast nedeniyle qPCR c¢alismasinin babada tekrarlanmasi Onerilmistir. Ayni
degisikligin babada da bulunmasi durumunda, klinik degerlendirmeyle birlikte s6z
konusu CNV’nin patojenitesi hakkinda daha net yorum yapilabilecektir. Ayrica

hastada aCGH ile tespit edilmis ve klinik 6nemi bilinmeyen 19p12 bolgesindeki
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duplikasyonun da klinige katkisinin degerlendirilmesi amaciyla hedefe yonelik bir

tan1 yontemiyle dogrulanmasi gerekmektedir.

MECP2 geninde patojenik mutasyon nedeniyle Rett Sendromu tanisi alan 6.
hastada, ayrica aCGH’te 5q33 bolgesinde 304 kb’lik delesyon saptanmig ve GLRAL
geninin ilk i¢ ekzonunu i¢eren bu delesyon qPCR ile dogrulanmistir (Tablo 29). Bu
genin homozigot, heterozigot veya compound heterozigot mutasyonlart Hiperekpleksi
Hastaligina (OMIM #149400) neden olmaktadir. Hiperekpleksi, ani isitsel ve
dokunsal uyarilara asir1 irkilme-sigrama yanitinin verildigi erken baslangicli nérolojik
bozukluktur. Yenidogan doneminde uzamis rijidite periyotlar1 olabilmekte ve
apne/aspirasyon nedeniyle ani oliimler olabilmektedir. Bebeklik doneminden sonra
semptomlar genellikle kaybolur. Literatiirde, hiperekpleksi hastalig1 olan iki olguda,
genin ilk 7 ekzonunu igeren homozigot delesyon tanimlanmistir [56-57]. Rett
Sendromuyla uyumlu gelisme geriligi, entelektiiel yetersizlik, epilepsi ve stereotipik
hareketleri olan hastanin ayrica takilarak diismelerinin olmasi nedeniyle yukaridaki
literatlir bilgileri dogrultusunda, tespit edilen CNV’nin klinige katkida bulundugu

diistinilmistiir.

Duodenal atrezi, VSD, sol bobrek agenezisi ve hipospadyas, kisa palpebral
araliklar, strabismus, yliksek burun kopriisii, uzun ve silik filtrumu olan 7. Hastada
aCGH’te ii¢ ayr1 bolgede delesyon saptanmis ve qPCRgalismasinda her iig CNV
dogrulanmistir. Hastanin 2p24.3-2p23.3 kromozom bdlgesinde saptanmis olan
delesyon, ‘Feingold Sendromu’na yol agtigi bilinen MYCN geninin kaybina Yol
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agmistir.  Feingold Sendromu (OMIM 164280); mikrosefali, ekstremite
malformasyonlari, 6zafageal ve duodenal atrezi, entelektiiel yetersizlik ile bazi
hastalarda kardiyak ve renal malformasyonlar ile isitme kaybinin eslik ettigi otozomal
dominant bir hastaliktir. Klinik bulgular1 ve analiz sonuglar ile degerlendirildiginde
hasta, Feingold Sendromu ile uyumlu bulunmustur. Hastada 2p22.1 bdlgesinde
saptanan ikinci delesyon, DECIPHER veri tabaninda gelisme geriligi, mikrosefali,
entelektiiel yetersizlik ve/veya otizmi olan hastalarda (249901, 271724, 291561,
275492, 274729) tanimlanmistir. Delesyonun kapsadigi SOS1 geninin heterozigot
mutasyonlart1 Tip 1 Gingival Fibromatozis (OMIM 135300) ve Tip 4 Noonan
Sendromuna (OMIM 610733) yol agmaktadir. Hastanin kliniginde VSD olmasi
nedeniyle delesyonu dogrulanan bolgenin fenotipe katkida bulunmus olabilecegi
diigiiniilmiistiir. 6p24.2-24.1 bolgesinde saptanan 3. delesyon DGV veri tabanina gore
polimorfik olmayip, DECIPHER veri tabaninda hipotoni, anormal filtrum, konusma
gecikmesi olan hastalarda (265752, 273546, 308445) tanimlanmistir. Ayrica delesyon
bolgesinde bulunan NEDD9 geninin bobrekte yiiksek miktarda eksprese olmasi [58]
ve hastada bobrek agenezesi olmasi nedeniyle bu CNV de olas1 patojenik olarak
degerlendirilmis ve hastanin klinigine katkida bulunmus olabilecegi diisiiniilmiistiir.
S6z konusu delesyonlarin qPCR ile de novo oldugu gosterilmistir (Tablo 29) ancak

bu durum gonadal mozaisizmleri ekarte ettirmemektedir.

8. Hastada, aCGH’te 14qll.2 kromozomal bodlgesinde fenotipi

aciklayabilecek delesyon tespit edilmistir. 14q11.2 bolgesi, yeni tanimlanan bir
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rekiirren mikrodelesyon bolgesi olup, olgularda klinik olarak entelektiiel yetersizlik,
gelisme geriligi, genis burun kopriisii ve dis kulak anomalileri goriilmektedir.
14911.2 mikrodelesyon sendromunda fenotipik bulgulara sebep olan en 6nemli gen
olarak CHD8 geni gosterilmektedir [41]. Hastanin fenotipinde 14ql1.2
mikrodelesyon sendromuyla uyumlu bulgular olmasina ragmen bu bolgenin kopya
sayist qPCR ¢alismasinda normal bulunmustur (Tablo 29). aGCH verilerine geri
doniildiiglinde tiim genom prob dagilim kalitesinin uygunsuz ve incelemenin yeterli
kalitede olmadig: tespit edilmistir (Tablo 30). Hastada oncelikle, klinikten sorumlu

olabilecek CNV’ler agisindan array analizinin tekrarlanmasi planlanmustir.

9. Hastada Xpl1l.4 bolgesinde saptanan 543 kb’lik duplikasyon qPCR ile
dogrulanmis ve hafif entelektiiel yetersizlik bulgular1 olan annede de tespit edilmistir
(Tablo 29). Xpll.4 duplikasyon bolgesinde bulunan ATP6AP2 geninin
mutasyonlarinda erkek hastalarda “Mental retardation, X-linked, syndromic, Hedera
type” (#300423) bildirilmistir. Bu sendroma sahip hastalarin tasiyici anneleri
asemptomatik bulunmustur [59-60] ve etkilenmis kiz hasta bildirilmemistir. Heniiz
genin tamamint igeren duplikasyonlarin klinigi ile ilgili kesin bir veri olmamakla
birlikte, DECIPHER ’da konusma gecikmesi, entelektiiel yetersizlik ve epilepsi (ID:
322952) ile dismorfik yiiz ve entelektiiel yetersizligi (ID: 315068) bulunan iki
hastadaki amplifikasyon bdlgeleri, hastamizda saptanan Xpl1.4 bant bolgesindeki
amplifikasyon icinde yer almaktadir. Ayrica DGV veri tabaninda bu bdlgenin

duplikasyonu yapilan iki ayr1 ¢alismada non-polimorfik olarak degerlendirilmistir. Bu
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veriler, hastamizda var olan gelisme geriligi ve epilepsi bulgularinin, bu bolge ile
iliskili ~ olabilecegini, ~ATP6AP2  geninin mutasyonlarinda  oldugu  gibi
duplikasyonlarinda da X’e bagh resesif olarak kalitilan Hedera Tipi Mental
Retardasyon Sendromunun ortaya c¢ikabilecegini ve kiz hastalarda da degisken

diizeylerde bulgu verebilecegini diistindiirmiistiir.

10. Hastada molekiiler karyotipleme sonucunda 17p13.3 bolgesinde 212
kb’lik duplikasyon saptanmis olup ilgili bélgede ABR, TIMM22 genlerinin tamamu ile
NXN geninin ilk ekzonu ve ilk intronu yer almaktadir. Hastanin kliniginde yaygin kas
gligsiizliigii olmasi, tespit edilen CNV’de NXN geninin Kkesintiye ugramasi ve
literatiirde bu sekilde iki hastanin (DECIPHER 254240, 290914) bildirilmis olmasi
nedeniyle bu delesyonun klinikle iligkili olabilecegi diisiiniilmiis fakat qPCR
caligmasinda bu bdolgenin kopya sayist normal bulunmustur (Tablo 29). aCGH
verilerine geri doniildiigiinde ilgili bolgeye 6zel prob ortalama logaritmik degerinin
olduk¢a diisiik oldugu ve tespit edilmis olan CNV’nin yanlis pozitif oldugu
goriilmiistiir (Tablo 30). Hastanin tanisi igin, ebeveynlerin kuzen olmasi nedeniyle
resesif kalitilan hastaliklar g6z 6niinde bulundurularak klinik degerlendirme 1s181inda

ek incelemeler yapilmasi planlanmistir.
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5. SONUC

1. Array CGH analizinde saptanan klinik 6nemi bilinmeyen, olasi
patojen ve patojen degisikliklerin bir bagka yontemle dogrulanmasinin dogru
bir yaklasim oldugu ve bu amagla qPCR’in giivenle kullanilabilecek bir
yontem oldugu bir kez daha gosterilmistir.

2. Dogrulama ¢aligmalarinin  ebeveynlerle birlikte  yapilmasinin,
CNV’lerin patojenite degerlendirmesine katkida bulunarak dogru genetik
danigma verilmesini sagladigi goriilmiistiir.

3. Bu tez galismasinda ayrica dogrulanmis olan spesifik mikrodelesyon/

mikroduplikasyonlarin veritabanlarinda incelemesi yapilarak

o HTR7 geninin goz i¢i basinci artigina yatkinlik olusturabilecegi
. CDC16 geninin pulmoner hipertansiyonla iliskili olabilecegi
J OPHN1  geninin mutasyonlarinda  oldugu  gibi

duplikasyonlarinda da “Mental retardation, X-linked, with cerebellar
hypoplasia and distinctive facial appearance” (OMIM #300486)
sendromu ortaya g¢ikabilecegi

o ATPG6AP2 geninin mutasyonlarinda oldugu gibi
duplikasyonlarinda da X’e bagli resesif olarak kalitilan “Mental
retardation, X-linked, syndromic, Hedera type” (OMIM #300423)
sendromunun ortaya cikabilecegi ve kiz hastalarda da degisken
diizeylerde bulgu verebilecegi gozlenmistir. Bu genlerin ilgili
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fenotiplerle iligkisinin ortaya konmasi i¢in daha fazla calismaya

ihtiyag vardir.
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OZET

Insan genomunda yaklasik 3,2 milyar niikleotid bulunmaktadir. Bireylerin
genomlart arasinda, farkli biyiikliiklerde degisiklikler olabilmektedir. Bu
degisiklikler, insanlarin birbirinden farkli 6zelliklere sahip olmasini sagladigi gibi,
hastaliklara da neden oldugu bilinmektedir. Tek niikleotid degisikliklerine tek
niikleotid polimorfizmi (Single nucleotide polymorfism-SNP), kisa (2-50 baz)
delesyon ve insersiyonlara indel, kromozom bdliimlerinin 50 bazdan biiyiik
degisikliklerine ise kopya sayist degisimi (Copy Number Variation, CNV) adi
verilmektedir. CNV’lerin hastaliklardaki 6nemi anlasildik¢a bunlar1 saptamaya
yonelik yontemler de gelismeye baslamistir. CNV arastirmalarinda, genom boyu veya

hedefe yonelik yontemler kullanilmaktadir.

Array tabanli komperatif genomik hibridizasyon (Array CGH) ve tek
niikleotid polimorfizm (Single Nucleotide Polymorphisim, SNP) array, genel
isimlendirme olarak kromozomal mikroarray, entelektiiel yetersizlik, gelisme geriligi
ve c¢oklu konjenital anomalisi olan hastalarda ilk segenek tani testi olarak
onerilmektedir. Giiniimiizde CNV saptamada kullanilan standart metod, array-
CGH’dir ancak teknik nedenlerden kaynaklanan yanlis pozitif sonuglar nedeniyle,
yanlig taniya yonlendirebilmektedir. Bu nedenle, fenotipik etkisi oldugu diisiiniilen

degisikliklerin giivenilir bir yontem ile dogrulanmas1 gerekmektedir.
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Bu tez calismasinda hedefe yonelik bir CNV saptama yontemi olan kantitatif
real-time PCR (qPCR)’in dogrulama ¢alismalarinda giivenilirliginin gdsterilmesi;
ayrica, dogrulanan spesifik mikrodelesyon/mikroduplikasyon sendromlarinin

genotip/fenotip korelasyonu yapilarak literatiire katki saglanmasi amaglanmaistir.

Bu arastirma retrospektif bir calisma olup, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali’na entelektiiel yetersizlik ve/veya coklu konjenital
anomali nedeniyle basvuran, klinik degerlendirme sonucunda Array-CGH uygulanan
ve sonuclarin dogrulanmasi i¢cin qPCR ydntemi uygulanmis olan 10 hastanin 10 CNV
bolgesi degerlendirilmistir. qPCR c¢alismasinda 10 CNV’den 2’sinin yanlis pozitif
oldugu saptanmis, 8’1 basari1 ile dogrulanmistir. Dogrulanan 8 CNV’den 4’{iniin
ailesel (3’1 anneden 1’1 babadan), 4’{iniin de novo oldugu goriilmiistiir. Bu sonugclar;
array CGH’te saptanan ve hastanin klinigi ile iliskili olabilecek degisikliklerin
mutlaka ikinci bir yontemle dogrulanmasi gerektigini ve literatiirdeki giivenilirlik
calismalariyla birlikte, qPCR’1in bu amagcla gilivenle kullanilabilecek bir yontem
oldugunu gostermistir. Dogrulama calismalarinin ebeveynlerle birllikte yapilmasi,
CNV’lerin patojenite degerlendirmesine katkida bulunmus ve dogru genetik danisma
verilmesini saglamistir. Bu tez ¢alismasinda ayrica dogrulanan mikrodelesyon/
mikroduplikasyonlarda bulunan HTR7, CDC16, OPHN1, GLRA1, ATP6AP2 genleri
ile hastalarin klinigi arasinda genotip/fenotip korelasyonu yapilmis ve literatiire katki

saglanacag diigiiniilmiistiir.
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Anahtar kelimeler: CNV, array CGH, gPCR, HTR7, CDC16, OPHNL1,

GLRA1, ATP6AP2
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SUMMARY

The human genome contains approximately 3,2 billion nucleotides. There are
different size of variations between individuals which are the basis for phenotypic
variations or may be the cause for diseases. Single nucleotide changes from the
reference genome are called single nucleotide polymorphism (SNP), short (2-50
bases) deletions and insertions are named indels and chromosome changes greater
than 50 bases are called copy number variation (CNV). As the importance of CNVs
are recognized in diseases, methods for detecting them have increased to develop.

Genome-wide or targeted methods are used in CNV studies.

Array-based Comperative Genomic Hybridization (Array-CGH) and Single
Nucleotide Polymorphism Array (SNP Array), chromosomal microarray as the
general name, is suggested as the first choice diagnostic test in patients with
intellectual disability, developmental delay and multiple congenital abnormalities.
The standard method used in CNV detection today is array-CGH but it may lead to
false positive results due to technical reasons. Therefore copy number changes that

are thought to heve phenotypic effects need to be confirmed by a reliable method.

In this study, it is aimed to demonstrate the reliability of a targeted CNV
detection method, quantitative real-time PCR (qPCR) in validation studies and also to
contribute to the literature by correlating the genotype / phenotype of specific

microdeletion / microduplication syndromes confirmed.
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This study was a retrospective study evaluating 10 CNV regions of 10 patients
who applied to Gazi University Medical Genetics Department due to intellectual
disability and / or multiple congenital anomalies. After clinical evaluation, Array-
CGH and then gPCR methods were applied to confirm the results. In the gPCR trial,
2 out of 10 CNVs were found to be false positive and 8 were successfully verified. Of

the 8 confirmed CNVs, 4 were familial (3 maternal and 1 paternal) and 4 were novo.

These results have shown that phenotypically important copy number changes
detected in the array CGH should be confirmed with a second method and together
with reliability studies in the literature, gPCR is a safe method for this purpose.
Verification studies in conjunction with parents has contributed to the pathogenicity
assessment of CNVs and provided a more accurate genetic counseling. It is also
thought that this study will contribute to the literature with genotype/ phenotype
correlation of HTR7, CDC16, OPHN1, GLRA1, ATP6AP2 genes the confirmed

microdeletions / microduplications.

Keywords: CNV, array CGH, gPCR, HTR7, CDC16, OPHN1, GLRAL,

ATPG6AP2
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/. EKLER

Ek 1: gPCR Calismasinda Tasarlanan ve Kullanilan Primer Ciftleri

URUN
BOLGE FORWARD REVERSE UZUNLUGU
1 | 10g23.31 | GATTGACAACAAGGCAGGTGAT AGCCCAGGTGAATGTAACTGC 219
2 [ 13934 | TACATCCTTGGGAAGACAGAGAAA | ACCACTGCACTAGGCTAAAATATG 210
3 | Xq12 GATGTGGAGAGGTTTGTCTTCTA | AAGCAAACAAAATTCCAAGAAGC 200
4 |5g331 | TGGGGAAGAGGGGTGCTGTATTC | AAAGTCCTCAGCCGAGTGAAAGCC 257
5 |2p243 | AGAGGACGTTGTCGTGGGTTT ACAAATCCTTCCCCTCCCCAAATT 135
6 |2p221 | AGTTTTCAGCGGAGGTCAAAGC AACCAGGAGAATGAGGAGTGAATAC | 218
7 [ 6p242 | ACTCATTCAGGCTCCTACTTCCTG | CACTAAAACCAGCACCTCCAGGTC 161
8 | 14q11.2 | CCCTCAGCAACCACTTATTCTTGA | CCCAAACCCAACAATCCCTCT 143
9 [ Xpll4 | CTGGCTGCCACGATGTTTTT CCATCTCAACTTTTGCATCCG 125
10 | 17p13.3 | CTTTGCATTGTCTGGCCGTCCA AAACCCAAACTCAACTCGGCAGCA 236
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Ek 2: Klinik Arastirmalar Etik Kurul Formu ve Onay

T.C
SAGLIK BAKANLIGI
TURKIYE KAMU HASTANELERI KURUMU
Ankara [li Kamu Hastaneleri Birlii 2 Nolu Genel Sekreterligi
Kecitren Egitim ve Arastirma Hastanesi Bastabipligi
Klinik Arastirma Etik Kurulu

Savt - 2012-KAEK-15/1177 22.06.2016
Konu: Kegidren Egitim ve Aragtirma Hastanesi
Btk Kurul Karan

KECIOREN EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI KLINIK ARASTIRMA
ETIK KURULU

| “Array-Tabanl Komperatif Genomik Hibridizasyon (Array-CGH) lle Tespit Edilen

> Kopva Sayist Depisikliklerinin {Copy Number Variation-CNV) Dogrutanmasinda Kantitatif
PCR Yonteminin KullamImast™ adl klinik arasurma basvuru dosyas: ve ilgili belgeler arastirmanu
gerekge, amay, vaklagim ve yantemleri dickate ulmarak incelenmis, salismanm kagvury dosyasinda
belittilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigiina ve kurulumuz
Kkazariunt bagvury sahibi tasafindan saghk bakanhgma arzina gerek olmadifma toplantiya kanlan Etik
Kurul ive tam sayisuun salt gefiunlugu ile kerar verilmigtic,

Kegitren Egitim ve?
Klinik Arastirmalar Etik Kurul Bagkan

Kecidren Egitim ve Aragtirma Hastanesi
Klinik Aragurmalar Ftik Kurul

Pmarbagt Mahallesi Sanatoryum Cad.

Anishan Sokak No: 2§ Kecitdren S ANKARA
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU
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