T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERIi ENSTITUSU

MENTAL RETARDASYONLU OLGULARDA
KROMOZOMAL ANOMALILERIN ARRAY TEMELLI
KARSILASTIRMALI GENOMIK HIBRIDiZASYON (aCGH)
TEKNIGI ILE ARASTIRILMASI

Ebru Perim AKCAY

Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Y&netmeliginin T1bbi Biyoloji Programi
i¢in Ongérdiigii DOKTORA TEZI Olarak Hazirlanmistir

KOCAELI

2016



T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERIi ENSTITUSU

MENTAL RETARDASYONLU OLGULARDA
KROMOZOMAL ANOMALILERIN ARRAY TEMELLI
KARSILASTIRMALI GENOMIK HIBRIiDiZASYON (aCGH)
TEKNIGI ILE ARASTIRILMASI

Ebru Perim AKCAY

Kocaeli Universitesi Saglhk Bilimleri Enstitiisii Yonetmeliginin T1bbi Biyoloji Programi
i¢in Ongérdiigii DOKTORA TEZI Olarak Hazirlanmistir

Danisman: Prof. Dr. Ali SAZCI

KOCAELI

2016



KABUL ve ONAY

T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

(Tez Onay Sayfas)
, J\/C’VL
Tez adi: MQX\\'QL_ l)\&wé‘h an Lu LL\QJ‘A\C\‘ ' V)-D)MW e
MM‘A&A e\ g rwa, Te .:\@LL %%LW@ e MQN e
Tez yazari: &%“.u \DE(L\\(V\ WV‘

Tez savunma tarihi: \3 [0 L\l \

Tez Danigmant: ?ma,D» AG SAYQ

. - ( ¢ s
Is bu ¢alisma Jiirimiz tarafindan T\l@\otz\ﬂ\%md\ .............
Anabilim Dali DQ\LTQ{M’T ..... tezi olarak kabul edilmistir.
Tez Savunma Sinavi jiiri iiyeleri Imzast
Unvam Adi Soyadi

Uye /)/%44547 ..... S$28Ct %)
Oye Mefede M dspan Gl /M»/A@%)A

Uye /0 Afcsf:["*-' ..... 2?/‘:/[“ ....... %
Uye WJ‘W@,C{JML\%;
Uye  |... T 8?":8 ........... Zégjﬂ

ONAY
Yukaridaki imzalarin adi gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

........ Fowsiwsuanid 20

Prof. Dr. Mustafa Yildiz
Enstitii Miidiirii



OZET

Mental retardasyon (MR) insanin yagami boyunca engelli olmasina yol agan, 6grenme ve
adaptasyon giicligli ile karakterize bir durumdur. MR’lerin nedenleri ¢ok cesitlidir.
Genetik, metabolik, c¢evresel etmenler ve santral sinir sisteminin yapisal anomalileri
bunlarm baslicalaridir. MR’li olgularin ayrintili olarak incelenebildigi gelismis bati
iilkelerinde bile spesifik taniya varma orant % 40-60 arasindadir ve genellikle
populasyonun % 0.3’linli agir MR’lu olgular olusturmaktadir.

Klasik yontemlerle sitogenetik tanisi kesinlesemeyen 6zellikle MR’li olgularda kromozom
anomalilerinin daha detayli aydinlatilmasi1 amaci ile ek ileri diizey incelemeler yapilmasi
gerekmektedir. FISH (fluoresan in situ hibridizasyon) teknigi kullanilarak yapilan
incelemelerde arastirilacak aday gen/kromozom bolgelerinin klinik ya da sitogenetik
yontemler ile onceden belirlenmis olmasi gerekmektedir. Oysa, kromozomlarm bazi
bolgeleri (sentromer, telomer gibi) non-spesifik bant kalibinda oldugundan, bu bdlgelerin
arastirilmasi standart ve Yiksek Coziiniirliikli Bantlama Teknikleri (HRB Teknigi) ile
degerlendirilememekte FISH teknigi de her zaman yeterli olamamaktadir. Son yillarda,
temeli FISH teknigine dayanan, farkli fluoresan boyalar ile boyanmis test (hasta) ve
referans DNA 6rneklerinin normal kromozomlara baglanmasi ile elde edilen fluoresan renk
farkliliklarin1 gdsteren bir molekiiler sitogenetik yontem olan karsilastirmali genomik
hibridizasyon teknigi (CGH) biitiin genomun dengesiz kromozomal materyalinin analizine
olanak saglayan bir teknik olarak gelistirilmistir.

CGH, genom boyunca DNA dizisindeki kopya sayis1 degisimlerini inceleyen bir molekiiler
sitogenetik tekniktir. Belirli bir genomun tamamindaki dengesiz kromozomal materyalin
detayli ve dogru analizi i¢in, daha spesifik olarak da 6zellikle dengeli genomdan ince
sapmalar oldugu zaman CGH teknigi gerekli olmakta ve 6zellikle array temelli CGH
teknigi sayesinde klasik yontemlerle sitogenetik tanisi kesinlesemeyen kromozom
anomalilerinin daha detayl arastirilmasi miimkiin olmaktadir. Bu ¢alismada, GTG
Bantlama teknigiyle 500-550 bant diizeyinde herhangi bir kromozom anomalisi
saptanmayan 8 agir MR’Iu erkek birey ile bunlarin akrabasi olan 12 ve olmayan 2 normal
fenotipe sahip bireyden olusan toplam 22 olguda array temelli CGH teknigi kullanilarak
tim genom boyunca DNA dizisindeki kopya sayist degisimleri incelenmistir. Analizler
sonucunda mental retardasyonlu 8 erkek olgumuz ve bunlarla akrabaligi olan 3 kadin
olgumuzda X kromozomunun pl1.22 bolgesinde 52210273-52745818 araliginda 535,5
Kb’lik (535545 bg) bir genomik bolgede farkli boyutlarda kazang saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: array Temelli Karsilastrmali Genomik  Hibridizasyon,
Konvansiyonel Sitogenetik, Mental Retardasyon



INGILIiZCE OZET

Mental Retardation (MR) is a condition characterized by learning and adaptation disability
which causes lifetime disability. There is a diverse range of causes of MR. Genetic,
Metabolic, Environmental Factors and structural anomalies of the central nervous system
are among the main causes. Even in western countries where detailed examination of MR
could be done, rate of specific diagnosis is between 40-60% and the MR cases usually
consist of 0.3% of the population.

When classical cytogenetic methods cannot confirm the diagnosis, advanced analysis
should be performed to clarify the chromosomal abnormalities ,especially in cases with
MR. The use of FISH ( fluorescent in situ hybridization) method in such detailed analysis
requires predetermination of the candidate gene/chromosomal region either by clinical
findings or cytogenetic methods. However some of the chromosomal (centromere,
telomere) regions with nonspecific band pattern cannot be analyzed with standard and
High Resolution Banding and the FISH technique cannot be always sufficient enough to
analyze. In recent years, a molecular cytogenetic technique which is based on FISH
Method where Test (Patient) and Reference DNA samples labelled with different
fluorescent dyes hybridizing to normal chromosomes, enabling detection of
unbalanced chromosomal abnormalities of the whole genome by calculating the
differences in between fluorescent signal intensities is developed and named as
comparative genomic hybridization.

CGH is a molecular cytogenetic technique, which examines copy number variations across
the whole genome DNA sequence. For accurate and detailed analysis of unbalanced
chromosomal abnormalities across the whole genome especially in case of small
deviations from a balanced genome, CGH is needed and by means of array based CGH
method, it is possible to analyze thoroughly the chromosome anomalies whose cytogenetic
diagnosis cannot be confirmed by classical methods.

In the framework of this study, whole genome-wide DNA copy number variation analysis
was performed on a total of 22 individuals using array-CGH technigue. 8 of the individuals
included in the study were males with severe MR. All individuals were previously
analyzed by GTG banding technique, which showed no chromosomal abnormality at the
level of 500-550 bands. The remaining 14 individuals were phenotypically normal, and 12
of them were relatives of the 8 MR patients. We detected variable size of gains at Xp11.22
between 52210273-52745818 bp, within 535,5 Kb (535545 bp)- long genomic region, in 8
male patients plus their 3 female relatives with normal phenotype.

Keywords: array Comparative Genomic Hybridization, Conventional Cytogenetic, Mental
Retardation.


https://en.wikipedia.org/wiki/Chromosomal_abnormality

TESEKKUR

Hz. Mevlana’nin dedigi gibi “Kap1 a¢ilir, sen yeter ki vurmay1 bil. Ne zaman bilmem, sen
yeter ki o kapida durmay1 bil”. Benim i¢in de doktorami tamamlayabilmek aynen bdyle
oldu, ¢ok uzun zamandir bugiinlerin gelmesini bekledim. Calismamin gerceklesmesinde
bana inanip bu yolda ilerlememi saglayan degerli Hocam Prof. Dr. Ali SAZCI’ya, bugiine
kadar her konudaki ilgi ve destegi i¢in Do¢. Dr. Emel ERGUL’e, tiim yardimlar1 i¢in
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Mehmet Dogan GULKAC’a

sonsuz tesekkiirler...

Aileme, ka¢ yasinda olursam olayim her daim ihtiyacim olan sizler iyi ki varsiniz,
hayatimda oldugunuz i¢in ¢ok sansliyim.


http://akademikpersonel.kocaeli.edu.tr/mdgulkac/

TEZIN ASIRMA OLMADIGI BiLDiRiSi

Tezimde baska kaynaklardan yararlanilarak kullanilan yazi, bilgi, ¢izim, ¢izelge ve
diger malzemeler kaynaklar1 gosterilerek verilmistir. Tezimin herhangi bir yaymdan
kismen ya da tamamen asirma olmadigini ve bir intihal Programi kullanilarak test

edildigini beyan ederim.

w./.../12016
Ebru Perim AKCAY

Imza



ICINDEKILER

KABUL ve ONAY

OZET

INGILIZCE OZET

TESEKKUR

TEZIN ASIRMA OLMADIGI BILDIRISI
ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI
CiZIMLER DIZiNi

CIZELGELER DiZiNi

1. GIRIS

1.1. Kromozomlarin Degerlendirilme Y6ntemleri
1.1.1. GTG Bantlama (Giemsa-Tripsin-Giemsa)
1.1.2. QFA Bantlama (Quinakrin-Fluoresan-Atebrin)
1.1.3. CBG Bantlama (Centromere-Barium-Giemsa)
1.1.4. RBG Bantlama (Reverse-BrdU)

1.1.5. NOR Boyama (Nucleolar Organiser Region)
1.1.6. Yiiksek Coziniirliiklii Bantlama Teknigi (HRBT)
1.1.7. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH)
1.1.7.1. Problar

1.1.7.1.1. Problarin isaretlenmesi

1.1.7.1.2. Prob cesitleri

1.1.7.1.2.1. Lokusa 6zgii problar

1.1.7.1.2.2. Tekrarlayan dizi (Satellit) problar1

1.1.7.1.2.3. Kromozomun tiimiinii boyayan (Painting) problar

1.1.8. Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH)

1.1.8.1. Karsilastirmali genomik hibridizasyon dizinleri (Array)

1.1.8.2. Mikrodizin ¢alisma asamasi
2. AMAC

3. YONTEM

3.1. Gereg

3.2. Kullanilan Aygitlar

vii

viii

© 0 0 ~N N O o1 W W W NN DM NN X

el ol e = e I e
© © © N U B~ N B



3.2.1. Cam Malzeme

3.2.2. Kimyasal Maddeler

3.2.2.1. Standart periferik kan lenfosit kiiltiirii soliisyonlar1
3.2.2.2. GTG bantlama soliisyonlar1

3.2.2.3. FISH soliisyonlar1

3.2.3. Kullanilan Prob

3.2.4. Kullanilan CGH Dizinleri (Array)

3.2.5. Standart Periferik Kan Lenfosit Kiiltiirii
3.2.6. Kromozom Eldesi

3.2.7. GTG Bantlamas1

3.2.8. Telomerik Problarin Kullanimi

3.2.9. CGH Dizinleri (Array) Kullanimi

3.2.9.1. Periferik kandan DNA izolasyonu

3.2.9.2. Saflastirma

3.2.9.3. DNA konsantrasyonu ve satfliginimn 6l¢iimii
3.2.9.4. Orneklerin isaretlenmesi

3.2.9.5. isaretli 6rneklerin temizlenmesi ve miktarlarinin tayin edilmesi
4. BULGULAR

5. TARTISMA

6. SONUCLAR VE ONERILER

KAYNAKLAR DIZINIi

OZGECMIS

Vi

20
20
20
21
21
22
22
23
23
23
24
25
25
26
26
27
28
30
82
87
89
93



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

MR : Mental Retardasyon

MRX : X kromozomuna bagli Mental Retardasyon
MTX : Metatroksat

MLPA : Multipleks Ligasyon Prob Amplifikasyonu
HRB Teknigi : Yiiksek Coziintirliiklii Bantlama Teknigi

FISH : Fluoresan In Situ Hibridizasyon

aCGH : Array Bazli Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon
CGH : Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon

GTG Bantlama : Giemsa-Tripsin-Giemsa Bantlama

QFA Bantlama : Quinakrin-Fluoresan-Atebrin Bantlama

CBG Bantlama : Centromere-Barium-Giemsa Bantlama

RBG Bantlama : Reverse-BrdU Bantlama

NOR Boyama : Nucleolar Organiser Region Boyama

QF-PCR : Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Vii



CIZIMLER DiZiNi

Cizim 1.1. ISCN (kromozomal yeniden diizenlenmelerini listeleme kurallari)‘na gore 500-
900 bant diizeyinde insan karyotipi (G Bantlama) ............cccoocooiiiniiiiiiiiiiiiiinees 4

Cizim 1.2. In situ Hibridizasyon Isleminin Temel Basamaklari.............cccccocvvveveerernennnn. 7
Cizim 1.3. 5. kromozomun 5p15.2 bdlgesine 6zgii prob ile yapilmis FISH goriintiisii........ 9

Cizim 1.4. 13/21 Alfa-satellit probu ile Trizomi 21°li olgunun interfaz FISH ile saptanmasi

................................................................................................................................. 10
Cizim 1.5. 14. kromozomun painting prob ile yapilmig FISH gortintiisii .............ccc..cc.... 12
Cizim 1.6. Array temelli CGH (aCGH) TeKniZi.........ccoviiiiiiiiiiiiiciieeece e 13
Cizim 1.7. Mikrodizin ¢aligmalarina ait genel deney akis $emast .........cccoevvcvvvviiiiiennnnnns 15
Cizim 1.8. Mikrodizin ¢alismalarina ait genel deney akis $€mast .........ceeevvvveeeiiineneennne, 15
Cizim 3.1. Array-CGH analizZi .........ccooiiiiiiiiiiiii s 29

Cizim 4.1. Olgu 1’¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1 ile aile agaci .....40
Cizim 4.2. Olgu 2’ye ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci ...42
Cizim 4.3. Olgu 3’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci .....44
Cizim 4.4. Olgu 4’¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1 ile aile agaci1 .....46
Cizim 4.5. Olgu 5’¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1 ile aile agact .....48
Cizim 4.6. Olgu 6’ya ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1 ile aile agac1 ...50
Cizim 4.7. Olgu 7’ye ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci ...52
Cizim 4.8. Olgu 8’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1 ile aile agac1 .....54
Cizim 4.9. Kontrol 1’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar ile aile agac1.56

Cizim 4.10. Kontrol 2’ye ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglart ile aile agact

viii



Cizim 4.13.

Kontrol 5’¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci



CiZELGELER DiZiNi

Cizelge 1.1. FISH tekniginin kullanim alanlart..............ccocoeiiiiiii e 6
Cizelge 1.2. Satellit problarinin gesitleri ve 6zellikIeri ... 11
Cizelge 1.3. CGH ile belirlenebilen kromozom anomalileri............cccocooieiiiiiincinn, 13

Cizelge 2.1. FISH, Konvensiyonel Sitogenetik ve Array Temelli Karsilastirmali Genomik
Hibridizasyon (aCGH) Teknigi karsilagtirmasi............ooocovveiiiiiiiinincceece i 18

Cizelge 4.1. Klinik bulgusu/ 6n tanis1 Multiple konjenital anomali ve Mental Retardasyon
(Non-sendromik) olan 8 hastadan aCGH teknigi ile elde edilen veriler...................... 30

Cizelge 4.2. X kromozomunun p11.21 ve p11.22 bolgelerinde yer alan a.bilinen genler ve
genomik varyantlar, b. genomik varyantlar ............ccccoooiiiiii 38



1. GIRIS

Tiim dollenmelerin yaklasik % 30’unun kromozom anomalisi tagidig1 tahmin edilmekte
ve bu oranin yeni doganda % 0.6’ya distiigii bilinmektedir (Ferguson-Smith 1997 ).
Dogumsal anomali ve mental retardasyonlarin (MR) etiyolojisinde dengesiz kromozom
anomalileri onemli bir yer tutmaktadir. Dengesiz kromozom anomalilerinin yasamla
bagdagmayanlarinin biiyiik bir kismi, postzigotik evrede kaybedilmekte ve gebelikler
spontan diisiik ile sonlanmaktadir. 1. trimester spontan diisiik olgularinda % 50-60 olan
kromozom anomali orani, 6lii dogumlarda % 4-6’ya kadar azalmaktadir (Thompson 1991).
Biiyiikk canli yenidogan serilerinde ise bu oran 1:119 ve 1:154 olarak verilmektedir.
Fenotipi etkileyen dengesiz kromozom anomalilerinin sikligi ise yaklasik 1:400’diir
(Warburton ve Stein 1983) ve ¢oklu dogumsal anomalilerin etiyolojisinde 6nemli bir yer

tutar.

Dengesiz kromozom anomalilerinin ig¢inde sayisal anomaliler en sik goriilenleri olup
sitogenetik tanisi, Klasik bantlama teknikleri ile (400-500 bant/haploid set diizeyindeki)
kolaylikla yapilabilmektedir. Yapisal kromozom anomalilerinde ise ¢ogu zaman bu
yontemler yeterli olamayabilmekte ve Yiiksek Coziiniirlikli Bantlama Teknigi (HRB
Teknigi) ile Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ve/veya array bazli karsilastirmali
genomik hibridizasyon (aCGH) gibi tekniklerin uygulanmasi gerekmektedir. Béylece, daha
kiigiik boyuttaki kromozom anomalilerinin tanisinda, yliksek rezoliisyonlu (600-1000 bant/
haploid set diizeyindeki) profaz ve prometafaz kromozom analizleri Yiiksek Coziiniirliikli
Bantlama Teknigi (HRB Teknigi) ve/veya kozmid problar kullanilarak yapilan FISH
analizleri ve son yillarda da array temelli karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH)
analizleri ile miimkiin olmaktadir (Pollack JR, 1999).

Genetik polikliniklerine gonderilen hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunu mental retardasyon
saptanan ¢ocuklar olusturmaktadir. MR ’lerin nedenleri ¢ok ¢esitlidir. Genetik, metabolik,
cevresel etmenler ve santral sinir sisteminin yapisal anomalileri bunlarin baglicalaridir.
MR’li ¢ocuklarin ayrmtili olarak incelenebildigi gelismis bat1 {ilkelerinde bile spesifik
taniya varma oran1 % 40-60 arasindadir ve genellikle populasyonun % 0.3’linii agir MR’lu
olgular olusturmaktadir (Hagberg ve Kyllerman 1983). Cogunlukla bunlarin % 3’iinde 1Q

70 civarindadir. Bununla beraber, agir intellektiiel handikaplar1 nedeni ile % 0.1 kadar



cocuk siirekli bakima muhta¢ durumdadir. MR, 3. Diinya iilkelerinin bir kism1 da dahil
olmak tizere diinya g¢apinda bir sorundur (Adams ve Clark 2015). Ailenin isgbirligi,
izlemelerin siklig1, yasin kiiciik olmasi, incelemelerin adim adim yapilmasi, gerektiginde
yakin akrabalarin muayene edilmesi ve cocukta mental gerilige eslik eden yapisal

anomalilerin bulunmasi tani oranmi % 5-20 aras1 arttirmaktadir.

Etiyolojik taninin kesinlesmesi ayrica tedavi programinin kararlastirilmasi, ileride
olusabilecek komplikasyonlara karsit dnlem alinmasi, bakim se¢eneklerinin saptanmasi ve

ilgili kuruluslarla iliskiye ge¢ilmesi gibi sorunlarin ¢6ziimiinde de yardimci olacaktur.

1.1. Kromozomlarin Degerlendirilme Yontemleri

Kromozomlarin DNA’ya 6zgiin boyalar ile boyanarak goriintiilenmesi olas1 ise de,
bu yolla yapisal anomalilerin ayrintili tanis1 yapilamamaktadir. Kromozomlarm fiziksel ve
kimyasal yapismin Ozelliklerini kullanarak, kromozomlar iizerinde farkli boyanma
Ozelliklerinde alanlar olusturulmas1 esasina dayanan cesitli bantlama teknikleri

gelistirilmistir (Seabright 1972).

1.1.1. GTG Bantlama (Giemsa-Tripsin-Giemsa)

Kromozomlarin rutin olarak boyanmasinda en yaygin kullaniom alanmi bulan
bantlama teknigidir. Yontemde, kromozomal histon ve non-histon proteinleri tripsin ile
denatiire edilerek DNA’nin Adenin ve Timin bazlarinca zengin bolgelerine Giemsa’nin
girmesi saglanir. Boylece, bu bdlgeler koyu boyanir ve heterokomatin bolgeler adin1 alir.

Boya almayan diger bolgeler ise 6kromatin bdlgelerdir ve yapisal genler igerirler (Cizim

1.1) (Seabright 1972).

1.1.2. QFA Bantlama (Quinakrin-Fluoresan-Atebrin)

Fluoresansli teknikler i¢cinde boyalardan en ¢ok kullanilan1 quinakrin dihidroklorid
(atebrin) ve quinakrin mustard (quinakrin) akridin boyalaridir. Atebrin antimalarial olarak

kullanilmaktadir, bu 6zelligi DNA’ya baglanarak RNA sentezini durdurmasindan ileri



gelir. Kromozomlarda Adenin ve Timin bazlarinca zengin bolgelerin koyu boyanmasina
neden olur ve fluoresans mikroskobu ile inceleme yapilabilir. Polimorfik bélgelerin
(sentromer, satellit ve Yqh) parlak boyanmalar1 nedeni ile heteromorfizmleri tanimlamada

sik¢a kullanilir (Seabright 1972).

1.1.3. CBG Bantlama (Centromere-Barium-Giemsa)

Sentromerleri ve Ygh bolgesini olusturan konstitutif heterokomatinini 6zgiin olarak
boyayan teknige C-Bantlama denir. Koyu boyanan C-bantlar insan kromozomlarinin (Y
disinda) sentromer bolgelerine lokalize olur, fakat Y kromozomunda uzun kolun distal
bolgesinde koyu bir bant olarak kendini gosterir. Bu nedenle, sentromere yakin kromozom
yeniden diizenlenmelerinin, sentromer varliginin ve polimorfizmlerin arastrmalarinda

kullanilir (Seabright 1972).

1.1.4. RBG Bantlama (Reverse-BrdU)

Kromozomlarm G bantlama ile elde edilen agik renkli kisimlar1 Reverse bantlama
ile koyu, koyu renkli kisimlar1 ise agik boyanir. Yontemde, DNA’nin Guanin ve Sitozin
bazlarinca zengin bolgeleri koyu boyanmaktadir. G Bant ile tanimlanmasi zor olan

terminal kromozom anomalilerini belirleyebilmek i¢in kullanilir. Bu teknik, fluoresansl

boyalarla ya da 151k mikroskobu teknikleri ile yapilabilir (Seabright 1972).

1.1.5. NOR Boyama (Nucleolar Organiser Region)

Akrosentrik kromozomlarda bulunan nukleolus organizasyonundan sorumlu olan
satellitler glimiis nitrat ile 6zgiin olarak boyanabilmektedir. Farkli biiyiikliiklerde boyanan
satellit ozelliklerinden yararlanilarak polimorfizmler ve marker kromozomlarin satellit

icerip icermedikleri saptanabilmektedir (Seabright 1972).



| |
' a.q'b A'P.. e
[ e—— Tw — - - ﬁ'
—— < R o wrim - mem i
R = \—d-." 1;“ :'
) - —-—
-:':-—m — L —p
wams ) |
B (Ml
- — i
” Mgl ‘f.’ ‘,q
‘\-—.-"-— -... —— = =3 \J'ly.
1 | — - V‘
T e Sy ETRRC o »
e i8] I s P—
e T wom e Bl
) Sre=,
el WD e R e — l
;‘m P —— L e
| L w o SR
.---‘
o sy g E
e i
R WY
[, s
) - .-
,_ﬂl- ARSI
e e
-
ﬁ'“
.# .-—"wﬂu
- g WY, I
- “-l-w-"" I o
T = e — o
: s s . ]
& et i X o e
) B e e el Pl L E
v .T—ﬁ 15 g g8 e = . b -~
i
£ : i >l
"-\—.L.’..—-ﬁ‘( t “I“-. F i — B
- e P L - ot
© o - "‘\._\. LTSS R J - 3,.-." b
g -~’=-..-—-—.. -~ "".. :\cv :.
Y ey | o e —— ’
-~ ”.ﬁ - -
R T T L T —— ] - P.: - ‘."‘.
| atw = B e A :
L e . -
[ et R — =
vy, T e
% | Rl . L/ s ".‘ll
o,
- o - -
| - ! s I - T T
AT s of -~ . < -
- B -~ - g2 -I:- . ) o e
...m.___l’. _..l ,‘Q,' G Z .'o-—" ,..'._“
| E i
i) e o g — e 2
-« x »
T W w l ~ e

Cizim 1.1. ISCN (kromozomal yeniden diizenlenmelerini listeleme kurallari)‘na goére 500-
900 bant diizeyinde insan karyotipi (G Bantlama) (ISCN, 2013).



1.1.6. Yiiksek Coziiniirliikli Bantlama Teknigi (HRBT)

1976 yilinda Yunis ve ark.lart (Yunis 1976) tarafindan gelistirilen bu teknik
metotraksat (MTX) ile lenfosit hiicre kiiltiiriinii senkronize ederek kromozomlarin daha az
kondanse olduklari prometafaz kromozomlarinimn eldesi temeline dayanir ve 850-1000 bant
diizeyinde analiz edilmesine olanak saglar. Senkronizasyon i¢in, hiicre dongiisiiniin erken
bir evresinde DNA sentezi bir kimyasal olan MTX ile bloke edilir ve daha sonra bu madde
uzaklastirilarak tim hiicrelerin es zamanli bdliinmeye uyarilmasi saglanir. Bu teknigin
laboratuarlarda kullanilmaya baslanmasiyla, kromozomlarin 5 ile 10 milyon baz c¢iftlik
bolimiinii ilgilendiren degisiklikler saptanabilir duruma gelmistir. En Onemlisi,
mikrodelesyon sendromlar1 (Miller-Dieker Sendromu, Di George Sendromu gibi) (van

Zelderen-Bhola, ve digerleri 1997 ) tanimlanabilmistir.

1.1.7. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

DNA veya RNA sekanslarmin kendi dogal hiicresel ortamlarinda, kromozom
preparasyonlarinda veya interfaz nukleuslarinda morfolojik olarak gosterilmesini saglayan
teknige in situ hibridizasyon teknigi denir (Gall ve Pardue 1969 ) (Warford ve Lauder
1991).

Molekiiler genetikteki ilerlemeler ¢ok sayida 6zgiin DNA dizilerinin eldesine
olanak saglamis ve bu sayede belirli DNA bdlgelerine 6zgiin tek iplikli DNA
oligoniikleotidleri (prob) elde edilmistir. Tiim ISH yontemlerinde temel prensip iki DNA
sarmali arasindaki komplementerliktir. Prob DNA molekiilii, nick translasyon yontemi ile
fluoresanli boyalarla isaretlenir ve DNA’nin ¢ift sarmal ipligi ile hibridize edilir. Boylece,

probun komplementer bolgeleri isaretlenmis olur.

Gall (Gall ve Pardue 1969) ve Pardue (Pardue ve Gall 1975) ile bunlardan bagimsiz
olarak ¢aligan John ve arkadaslarinm (Holmes, ve digerleri 1993) 1969 yilinda radyoaktif
izotoplarla isaretlenmis DNA sekanslarmnm sitolojik preparatlarda lokalize olduklarini

gostermeleri, in situ hibridizasyon yonteminin baslangi¢c noktasini olugturmaktadir (Hofler

1990).

Ancak, radyoaktif maddelerin biyolojik olarak zararli maddeler olmalari, raf

Omiirlerinin oldukca kisa olmasi ve in situ hibridize olan DNA dizilerini saptamada



uygulanan otoradyografinin zaman almasi nedeni ile niikleik asitler fluoresan ya da

enzimatik tepkimelerle isaretlenmeye baslanmistir.

1987 yilinda Garson ve arkadaslar1 (Fuscoe 1987) tarafindan DNA probu,
radyoaktif olmayan biotin ile isaretlenmistir. Daha sonralari, biotinin yani sira
digoksigenin ve fluorescein gibi isaretleme molekiilleri de kullanilmaya baslanmistir. In
situ  hibridizasyon teknigi, 1991 yilinda fluoresanlanmis niikleotid analoglarinin

kullanilmaya baslanmasiyla Fluoresan in situ hibridizasyon teknigi admi almistir

(Wiegant, 1991).

FISH tekniginin kolay uygulanabilirligi, duyarlilig1 ve etkinligi bu yontemin birgok
alanda kullanilmasima olanak saglamistir. Cizelge 1.1°de FISH tekniginin kullanim alanlar1

gosterilmistir.

Cizelge 1.1. FISH tekniginin kullanim alanlar1

DIAGNOSTIK ARASTIRMA
-Interfaz sitogenetigi -Gen haritalamasi
-Klinik sitogenetik ve prenatal tani -Gen ekspresyon analizi
-Mikrodelesyon sendromlarmin tanisi -Timor biyolojisi
-Dokularda enfeksiyon ajanlarin tanisi -Mikrobiyoloji/viroloji

-Somatik hiicre hibridizasyonu
-Kanser sitogenetigi Mayoz/Mitoz analizleri

Hiicre tanimlamasi

FISH tekniginde izlenen baslica basamaklar (Cizim 1.2);

- Probun isaretlenmesi,

- Hibridizasyona girecek materyalin fikse edilerek preparatlara yayilmasi,

- Hedef DNA (metafaz kromozomlar1 veya interfaz nukleusu)’nin denatiirasyonu,
- Prob denatiirasyonundan sonra prob ile hedef DNA’nin hibridizasyonu,

- Hibridizasyon sonras1 yikamalar ile immiinokimyasal ve mikroskopi yontemleri

ile hibridizasyonun goriinebilir hale getirilmesi.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wiegant%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2062640

Hiicre Preparasyonu Prob Preparasyonu

Hiicrelerin fiksasyonu ve Preparasyonu Problarn Isaretlenmesi

\ Prob Tipine gore 6n Islem /

Prob ve Hedef DNA’nin Denatiirasyonu
!

Hibridizasyon

l

Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

l
Amplifikasyon

l

Hibrit Sinyallerin Goriintiilenmesi

Cizim 1.2. in situ Hibridizasyon Isleminin Temel Basamaklar1

1.1.7.1. Problar

Problar, izole edilmis DNA par¢asinin uygun bir vektor icine (plazmid,
bakteriyofaj, kozmid veya Y AC) yerlestirilerek konakg1 hiicrelerde (bakteri veya maya) ya
da PCR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilirler (Chan, Zaki, ve digerleri 1990 ).

1.1.7.1.1. Problarin isaretlenmesi

Problar ya otoradyografi (radyoaktif olanlar) ile veya immiinokimyasal yollarla
(non-radyoaktifler) isaretlenirler. Non-radyoaktif problar, direkt ve indirekt olarak

isaretlenebilirler.

-Direkt isaretlemede aract molekiil dogrudan proba baglanir ve hibridizasyondan
hemen sonra mikroskopta gozlenebilir (Wilkinson 1992). En sik kullanilan araci (raportor)

gruplar;




-Fluorescein d-UTP
-Rhodamine d-UTP
-Kumarine d-UTP’dir (Lichter ve Cremer 1992).

-Indirekt isaretlemede ise araci molekiil kimyasal ya da enzimatik olarak proba
baglanir ve immiinohistokimyasal afinite reaksiyonlar:1 ile sinyal goriiniir hale getirilir.
Direkt yonteme gore sinyaller cok daha kuvvetlidir. Indirekt ydntemde en sik biotin-avidin,
biotin-streptavidin, digoxigenin ve dinitrofenol kullanilir (Langer, Waldrop ve Ward
1981).

1.1.7.1.2. Prob cesitleri

In situ hibridizasyon tekniginde prob se¢imi ¢ok Onemlidir. Kromozomal
anomalileri saptamak i¢in kullanilan problar ¢ok ¢esitlidir ve hedef dizilerine gore baslica

3 smifa ayrilirlar;
1.Lokusa 6zgii problar
2. Kromozomun belirli bolgesine 6zgii tekrarlayan dizi problar1

3. Kromozomun tiimiinii veya belirli bir bolgesini “boyayan” problar (Chan, Zaki,

ve digerleri 1990 ).

1.1.7.1.2.1. Lokusa ozgii problar

Delesyon ya da duplikasyonlar1 saptamada kullanilan bu problar, interfaz
nukleusunda ya da metafaz kromozomlarida yer alan belli bir bélgede parlak bir fluoresan
sinyal verir. 15-500 kb. biiyiikliigiinde olup kozmid ya da YAC vektoriine klonlanmustr.
Klonlanmis genlere 6zgii dizileri igeren bu problar ilgili kromozoma iliskin yapisal

diizensizliklerin, mikrodelesyon sendromlarinin (van Zelderen-Bhola, ve digerleri 1997 )



(Miller-Dieker Send., DiGeorge Send., Prader-Willi / Angelman Send. gibi) tanisinda
kullanilir (Cizim 1.3).

Cizim 1.3. 5. kromozomun 5p15.2 bdlgesine 6zgii prob ile yapilmis FISH goriintiisii.

1.1.7.1.2.2. Tekrarlayan dizi (Satellit) problar

Tiim insan DNA’smin %10-%20’sin1 satellit DNA’s1 ve tekrarlayan diziler
olusturur. Kromozomlarin sentromerik ve perisentromerik bolgelerinde 10°-10° baz ¢ifti
uzunlugunda kisa tandem tekrarlar bulunmaktadir. Bunlar, alfa-satellit, beta-satellit ve

diger satellit DNA’lardan olusur (Manuelidis 1981) (Cizelge 1.2).

En iyi incelenmis olami alfa-satellit DNA’sidir ve tiim insan kromozomlarinin
sentromer bolgesinde bulunur. Her bir kromozomun boyuna uzunlugunun % 2°sini kaplar
ve 171 bp’lik tandem tekrarlardan olusur. Biiylikliik agisindan oldukca polimorfiktir, kisiye
0zgii olarak bir kromozomdaki boyutlar1 2-4 kat farklilik gosterebilir (Willard 1990)
(Cizim 1.4).



Cizim 1.4. 13/21 Alfa-satellit probu ile Trizomi 21°li olgunun interfaz FISH ile saptanmasi

Sentromerik problar, interfaz nukleusunda ¢ok iyi aywrdedilebildiginden prenatal
tanida aneuploidilerin (trizomi 13, 18, 21 gibi) ve cinsiyete bagl hastalik riski tasiyanlarda
hizli cinsiyet tayini i¢cin, marker ve halka kromozomlarinda da sentromer pozisyonlarinin

arastirilmasinda kullanilmaktadir (Tharapel, ve digerleri 1992).

Beta-satellit  problar, perisentrik  heterokromatin  bdlgelere, akrosentrik
kromozomlara ve 9. kromozoma lokalize olurlar. Beta-satellit DNA’da tekrarlayan

monomerik dizilerden olusur, 68 bp uzunlugunda olup Mendel kurallarma gore kalitilirlar

(Willard 1990).

Klasik satellit problari, AATGG tekrar dizileri ile baglantili olarak 1, 9, 15 ve 16.
kromozomlarm perisentrik heterokromatin bolgelerine ve Y kromozomunun uzun koluna

0zgii DNA dizilerinden olusurlar (Bhat 1990; Verdier, ve digerleri 1997).

Telomerik problar ise TTAGGG tekrar dizileri ile baglantili olarak kromozomlarin
telomer bdlgelerine lokalize olurlar ve bu bdlgelerde meydana gelen yeniden

diizenlenmelerin incelenmesinde kullanilirlar (Knight ve Flint 2000).
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Delesyonlar kromozomun ucundaki sinyalin yoklugu ile, trizomiler ise {i¢ sinyalin
varligi ile saptanir. Sinyallerin kromozomal konumu, kromozomlarin sitogenetik
karakterizasyonundan kolayca anlasilir ve bu ylizden dengeli ve dengesiz

translokasyonlarm her ikisi de kolaylikla saptanabilir (Flint, Thomas, ve digerleri 1997).

Cizelge 1.2. Satellit problarinin ¢esitleri ve 6zellikleri

Satellit Tipi Uzunlugu Tekrar Birimi Kromozomal

Lokalizasyon

Midi 250-500 kb 40 bp

Makro 100-350 kb Biiyiik (X=3 kb)

Alfa Degisken 171 bp Sentromer

Beta Degisken 68 bp Perisentrik
Heterokromatin

Klasik Degisken AATGG Heterokromatin

Telomerik Degisken TTAGGG Telomer

1.1.7.1.2.3. Kromozomunr tiimiinii boyayan

(Painting) problar

Belli bir kromozomda ¢ok cesitli DNA dizilerine homolog olan prob karisimi
kullanilarak, o kromozomun tiimiiniin boyanmasi saglanir (Cizim 1.5). Painting problar, ya
kromozoma 0Ozgii flow-sorted kiitliphanelerden, monokromozomal somatik hiicre
hibritlerinden ya da flow-sorted kromozom DNA’larmin PCR ile amplifiye edilmesi ile

elde edilirler (Lichter, Boyle, ve digerleri 1991).

Painting prob elde etmenin bir diger yolu da, mikrodiseksiyon ile elde edilen

kromozom ya da kromozom segmentinin PCR ile ¢ogaltilarak kullanilmasidir. Ozellikle,
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marker kromozom ve kompleks kromozom anomalilerinin kokeninin arastirilmasinda

revers painting denilen bu yontem kullanilir (Fuscoe 1987).

Cizim 1.5. 14. kromozomun painting prob ile yapilmis FISH goriintiisti

1.1.8. Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon (CGH)

Biitiin genomun dengesiz kromozomal materyalinin analizine olanak saglayan bir
teknik olan CGH teknigi; temeli FISH teknigine dayanan, farkli fluoresan boyalar ile
boyanmis test (hasta) ve referans DNA orneklerinin normal kromozomlara baglanmasi ile
elde edilen fluoresan renk farkliliklari gosteren bir sitogenetik yontemdir. CGH teknigi
ilk defa, Kallioniemi ve ark. 1992°de Science’da yaymladiklari ¢alisma ile ortaya

konmustur (Kallioniemi, Kallioniemi, ve digerleri 1992 ).

Cok az hiicreden clde edilen az miktardaki DNA’dan analiz, CGH ile PCR’1n
kombinasyonu ile miimkiindiir. Bu yontem ile, hasta DNA’sinda kromozomal kayip veya
belli bir bolgede artis olup olmadigi gosterilebilir. Bu teknik, kazanim (duplikasyon,
insersiyon veya amplifikasyon) veya net kayip (materyalde delesyon) gibi kromozom
anomalilerinin siniflandirilmasina olanak saglar. CGH ile belirlenebilen kromozom

anomalileri Cizelge 1.3’te gosterilmistir;
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Cizelge 1.3. CGH ile belirlenebilen kromozom anomalileri

Anéploidi Interstisiyel Dengesiz Amplifikasyon  Amplifikasyon Amplifika kasyon
Delesyon Translokasvon (Double Minutes) (HSR) (InserSl}'Onhl"lﬂ Ke31lm1$)

y LLN
e e P II|||, I
t
l

Bu ¢aligmada kullanilan bu teknigin temel avantaji, DNA Orneklerinin kullanilarak
tim genomun tek bir deneyde goriintiilenebilmesidir, bunun yani sira az miktarda DNA
orneginin yeterli olmasi, test 6rnegi icin metafaz kromozomlarinin gerekli olmamasi, iki
renkli goriintiileme sistemi kullanilmasi sonucunda, metafaz plagi lizerinde kromozom
anomalilerinin normal karyotip analizine goére daha giivenilir saptanabilmesi ve en az iki

genomun birbirleri ile karsilastirilmasina olanak saglamasidir.

Klasik CGH tekniginin avantajlar1 ile mikroarray tekniginin birlestirilmesi sonucu
array temelli CGH (aCGH) Teknigi olusmustur. Boylece, klasik yontemlerle sitogenetik
tanis1 kesinlesemeyen kromozom anomalilerinin daha detayli arastirilmasi array temelli
CGH (aCGH) Tekniginin kullanilmas1 ile miimkiin olacaktir. ilk kez 1997 de Solinas-
Toldo ve ark. hedef (target) diziyi cam matriks iizerine immobilize ederek array-CGH’nin

temelini atmiglardir (Solinas-Toldo, Lampel, ve digerleri 1997). (Cizim 1.6).

CGH AVANTAJLARI MiKROARRAY

ARRAY TEMELLI CGH (aCGH)

Cizim 1.6. Array temelli CGH (aCGH) Teknigi.



1.1.8.1. Karsilastirmali genomik hibridizasyon dizinleri (Array)

Karsilagtrmali Genomik Hibridizasyon analizinde tiim genom veya genom
tizerinde alt bir bolgeye 6rnegin ilgilenilen tek bir kromozomal bolgeye veya birden gok
lokusa, ozel tasarlanmig CGH dizinleri (array) kullanilarak ilgilenilen bir genomun
referans bir genom ile arasindaki kopya say1 farkliliklari, kromozomal anomalilerin tespit

edilmesi mimkindiir.

Roche NimbleGen’in 135.000 probu barmdiran yiiksek rezoliisyonlu 12x135K
multipleks formattaki CGH dizinleri ile tek bir lam iizerinde 12 6rnek c¢iftinin bir arada
incelenebilmesi, DNA kopya say1 farkliliklari, kromozomal anomaliler agisindan genis

kapsamli analizi yapilabilmektedir.

Bu dizinleri kullanarak genom boyu kopya say1 farklhiliklarinin mendelyen kalitim
gosteren hastaliklar, mental retardasyon, otizm, sizofreni, kanser ve otoimmiin hastaliklar

gibi ¢cok ¢esitli hastalikla assosiasyonunun incelenmesi miimkiindiir.

Bunlarin yani sira yiiksek rezoliisyonlu CGH dizinleri mental retardasyon, kanser
ve diger kompleks fenotiplerle iligkili kromozomal anomalilerin tespitinde kullanilan

molekiiler sitogenetik yontemlerden biri olmaya baglamistir.

Calismamizda, gen basina 3 probun yer aldigi, 60 mer’lik problarla tiim genomu
tarayan tek bir mikrodizin lami {izerine 12 6rnek ¢iftinin hibridizasyonunun yapilabildigi
Human CGH 12x135K Whole-Genome Tiling v3.0 Array (NimbleGen, Roche

mikrodizin)’den 2 platform kullanilmistir.
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1.1.8.2. Mikrodizin calisma asamasi

Mikrodizin ¢aligmalar1 yedi temel adimdan olusur (Cizim 1.7, Cizim 1.8).

érnek DNA'larin
Hazirlanmasi ve kalite kontrolt

v

k Orneklerin isaretlenmesi
v
Isaretli 6rneklerin temizlenmesive miktarlarinin tayin
[ edilmesi ]
v
[isaretli orneklerin mikrodizine hibridizasyonu ]

v
[ Mikrodizin yikamalar ]

T
( Mikrodizinin taranmasi ]

v
[ Data Analizi

\L

-

Cizim 1.7. Mikrodizin ¢aligmalarina ait genel deney akis semas1 (Rosenberg, 2006 )
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Test DNA Referans DNA

* 4. D (e ] . .
taranmasi

Cizim 1.8. Mikrodizin ¢aligmalarina ait genel deney akis semast. www.burclab.com
(2016)’dan alinmustir.
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2. AMAC

Bu ¢alismada, mental retardasyon endikasyonuyla Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na gonderilen ve tant amagli yapilan kromozom analizlerinde
herhangi bir kromozom anomalisi saptanmayan, birbirleri ile akrabalik bagi olan 8 agir
MR’lu erkek birey ile 12 normal fenotipe sahip birey ve bu olgularla akrabalig
bulunmayan biri erkek digeri kadin 2 bireyin Array temelli CGH Teknigi ile analizleri
yapilmistir. Calismanin amaci, bir ailede 3 kusaktir sadece erkek bireylerde goriilen
anomalilerin etiyolojik tanisinin kesinlesmesi, boylece sonraki kusaklarda tekrarmi
onlemeye yonelik izlenecek yola karar verilmesidir. Etiyolojik taninin kesinlesmesi ayrica
tedavi programinin kararlastirilmasi, ileride olusabilecek komplikasyonlara karsi onlem
alimmasi1 ve ilgili kuruluslarla iliskiye gecilmesi gibi sorunlarin ¢oziimiinde de yardimci

olacaktir.

FISH incelemelerinde arastirilacak aday gen/kromozom bdlgelerinin klinik ya da
sitogenetik yontemler ile 6nceden belirlenmis olmasi gerekmektedir. Oysa, kromozomlarin
baz1 bolgeleri (sentromer, telomer gibi) non-spesifik bant kalibinda oldugundan, bu
bolgelerin arastirilmasi standart ve HRB Teknikleri ile degerlendirilememekte FISH
teknigi veya son yillarda CGH teknigi gibi tekniklerin uygulanmasi gerekmektedir. CGH

teknigine gore Standart Multicolor FISH tekniginin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Bu dezavantajlar:

- Daha kiiclik kromozomal bolgeleri iceren yeniden diizenlenmelerin tespitinde
yetersiz kalmasi,

- Metafaz plaklarinin gerekli olmasmna karsin metafaz elde edilemeyen olgularin
analizlerinin interfazda gergeklestirilmesi,

- Interfazdaki kromozomal bozuklugun tespitinin gii¢ olmast,

- Duplikasyon veya triplikasyon gibi genomik artiglarin oranimni spesifik bir sekilde

ortaya ¢ikaramamast,

olarak sayilabilir ve bu dezavantajlar nedeni ile ayrica MR diizeyi hafiften agira
kadar olan olgularda, subtelomerik problar ile yapilan analizlerde anomali saptama orani
yaklasik %10 civarinda iken 6zellikle agir MR’1u olgularda array temelli CGH tekniginin
gelistirilmesi ile genomik yeniden diizenlenmelerin saptanma orani % 20-24’lere kadar

¢ikarilabilmis oldugundan (Cizelge 2.1), bu ¢alismada FISH teknigi yerine ek ileri diizey
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inceleme olarak tiim genomun yiiksek kararlilikta analizine olanak saglayan Array temelli

CGH Tekniginin uygulanmasi planlanmustir.

Cizelge 2.1. FISH, Konvensiyonel Sitogenetik ve Array Temelli Karsilagtirmali Genomik

Hibridizasyon (aCGH) Teknigi karsilagtirmasi.

Yeniden Diizenlenmeler

MR Metod Ornek Sayisi Yapisal Sayisal Saptama Referans
diizeyi Yiizdesi
(%)
Hafif — Subtelomer
Orta FISH
Multiprobe 182 1 0.5 Knight et al
FISH
Multiprobe 103 1 1.0 Van Karnebeek
FISH et al
Multiprobe 40 4 10.0 Dawson et al
FISH
Cesitli 4 calisma Kaydedilmemis | Kaydedilmemis 0.5 Van Karnebeek
et al
44 % 1 % 3
Konvensiyonel
Sitogenetik
Cesitli 5 0.0 Rossi et al
400-550 bant 200 4.1 Van Karnebeek
diizeyi et al
Array-CGH Karsilastirilamamig 4.1 Rossi et al
Subtelomer
FISH
Multiprobe 284 21 7.4 Knight et al
Orta- | FISH
Agir
Multiprobe 254 13 5.2 Riegel et al
FISH
Multiprobe 81 0 0.0 Van Karnebeek
FISH et al
Multiprobe 117 12 10.2 Rossi et al
FISH
Cesitli 4 ¢alisma Kaydedilmemis | Kaydedilmemis 6.7 Van Karnebeek
et al
Konvensiyonel
Sitogenetik
Cesitli 9 galisma % 3.8 % 7.8 13.3 Van Karnebeek
et al
Array-CGH
1 Mb BAC/PAC 50 12 24 Shaw-Smith et
array al
1 Mb BAC/PAC 20 4 20 Vissers et al

array
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3. YONTEM

3.1. Gereg

Caligmanim materyalini, Kocaeli Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda MR
On tanistyla incelemeye alinan belirli bir ailenin liyesi olan ve standart sitogenetik analizler
ile normal kromozom yapisi saptanan olgular (n=8) ile bunlarin akrabasi olan olgulara
(n=12) ve bu 20 olgu ile akrabaligi olmayan biri erkek digeri kadin (n=2) olguya ait kan

orneginden elde edilmis DNA 6rnekleri olusturdu.

Calismanin etik acidan uygunlugu, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu

tarafindan onaylandi.
3.2. Kullanilan Aygitlar

- Laminal Air Flow

- Zaman ayarl santriflij (Heraeus)
- Mikrosantrifiij (Heraeus)

- Isik Fluoresan Mikroskop (Leica)
- Inverted mikroskop (Nikon)

- Hassas terazi (Mezzler)

- Vortex

- Deep freze (Bosch)

- Etliv (Niive)

- Mikropipet (Eppendorf)

- pH metre (Nel pH 890)

- Su Banyosu (Niive)

- Enjektor

- Cam kalemi

- 365/480 ve 540/550 dalga boyunda fluoresan mikroskobu filtreleri
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3.2.1. Cam Malzeme

- Lam

- Lamel

- Beher

- Meziir

- Sale

- Santrifiij tiipti
- Petri kabi

- Pastor pipeti

3.2.2. Kimyasal Maddeler
3.2.2.1. Standart periferik kan lenfosit kiiltiirii soliisyonlart

Karyotyping PB (Peripheral Blood) Medium (Biological Industries) 100 ml
Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin (Biological Industries) 1ml
-20 °C’de saklanan bu complete medyum kullanimdan énce 37 °C’lik etiivde 1s1t1ld1.
Kolsemid (Biological Industries)
+4.°C°de buzdolabinda saklandi.
Hipotonik Soliisyon (0.075 M KCI)
KCI (Merck) 569
Distile su 1000 ml
Stok soliisyon olarak hazirland1 ve 37 °C’lik etiivde bekletildi.
Carnoy Fiksatifi

Methanol ve Asetik Asit 3:1 (v/v) oranmda taze hazirlanip +4 °C’de buzdolabinda

saklanarak kullanildi.
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3.2.2.2. GTG bantlama soliisyonlar

Giemsa
A+B Fosfat tamponu 95 ml
Giemsa 5 mi

Fosfat Tampon Cozeltisi (0.06 M)

KH2PO. (A) 18.1¢
Na;HPO, (B) 18.96 ¢
Stok soliisyon olarak hazirlanip oda 1sisinda bekletildi.

Tripsin Soliisyonu

% 0.9 NaCl (Merck) 100 ml
Tripsin (1:250) 50 mg

37 °C’lik su banyosunda 1sitilarak kullanildu.

% 0.9 NaCl Cozeltisi 1000 ml
NaCl (Merck) 99
Distile su 1000 ml

Stok soliisyon olarak hazirlanip oda 1sisinda bekletildi.

3.2.2.3. FISH soliisyonlar:
20xSSC (Standart Saline Citrate) Stok Soliisyonu
NaCl (Merck) 175.3¢g
Na Sitrat 88.2¢g

Distile su ile 1000 ml.’ye tamamlandi ve 5 M’lik HCl ile pH’s1 7.0’a ayarlanda.
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4xSSC: (20xSSC’nin 1/5 diliisyonu)

20 ml 20xSSC + 80 ml distile su

2xSSC: (20xSSC’nin 1/10 diliisyonu)

10 ml 20xSSC + 90 ml distile su

1xSSC: (20xSSC’nin 1/20 diliisyonu)

5 ml 20xSSC + 95 ml distile su

Oda 1s1sindaki %70, %90 ve absolii etanol serisi.

Formamide (FA) (Merck)

Yikama Soliisyonu: %50 FA/1xSSC

Cytocell Hibrizol Soliisyonu: (FA, Dekstran Siilfat, SSC)

Tween 20

Tween 20 stok soliisyonu (%10’luk):10 ml Tween 20 + 90 ml distile su.
Tween 20 yikama soliisyonu (1000 ml): 400 ml 2xSSC + 590 ml distile su

+ 10 ml %10°luk Tween 20 stok soliisyonu.

3.2.3. Kullanilan Prob

Calismada kullanilmasi planlanmis olan telomerik prob direkt isaretlenmis olarak

CYTOCELL firmasindan alind1.

3.2.4. Kullanilan CGH Dizinleri (Array)

Calismamizda kullanilan, gen basina 3 probun yer aldigi, 60 mer’lik

problarla tiim genomu tarayan tek bir mikrodizin lami tizerine 12 Ornek ¢iftinin

hibridizasyonunun yapilabildigi Human CGH 12x135K Whole-Genome Tiling v3.0
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Array (NimbleGen, Roche) mikrodizini Roche firmasindan alindi ve 2 array platformu
kullanild1.

3.2.5. Standart Periferik Kan Lenfosit Kiultiiriu

- Chang Pb medyumundan 5 ml. steril santrifiij tiipline konuldu.

- Heparinize enjektdre hastanin damarmdan g¢ekilmis olan yaklasik 2 ml. kandan 5 damla
bu santrifiij tiiptindeki medyuma ilave edildi.

- Tiip sikica kapatilip hafif¢ce calkalandiktan sonra 37 OC’lik etiive kaldirildi.

- Bu kiiltiir 72 saat 37 °C’lik etiivde inkiibe edildi. 67.5’ncu saatte EtBr (50ul) konularak 3
saat 37 °C’lik etiivde bekletildi. Bu siirenin sonunda 2 damla kolsemid (son

konsantrasyonu 0.2 g/ml) konularak 1.5 saat daha inkiibe edildi.

3.2.6. Kromozom Eldesi

- Bu siirenin sonunda 1200 rpm.’de 10 dakika santrifiij edildi.

- Siipernatant atilarak pellet {lizerine vortekslenerek yaklagik 7 ml. 0.075 M’k KCI
(hipotonik soliisyon) yavas damlalar halinde konuldu ve 9 dakika sonra tekrar 1200
rpm.’de 10 dakika santrifiij edildi.

- Siipernatant atilarak yeniden vortekslenerek yavas damlalar seklinde fiksatif (3 methanol/
1 asetik asit) ilave edildi.

- Fiksatif ile yikama islemi 3 defa tekrarlandi ve bu yikama sonunda yayma asamasina
gecildi.

- Son kez santrifiij edilen tiipiin siipernatanti atildi. 0.5 ml.’lik dip materyali birakildi.

- Bu dip materyal pipetle iyice karistirilip temizlenmis lamlara 2-3 damla/lam yayildi.

- Preparatlar GTG bantlamas1 yapilmak iizere eskitildi.

3.2.7. GTG Bantlamasi

(Seabright, 1972’den modifiye edilmistir).
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- Enaz 2 gece etiivde bekletilen veya hot-plate’de yiiksek 1s1 derecelerinde daha kisa
zamanda eskitilen preparatlar, 10 sn.- 40 sn. arasinda degisen bir siire tripsin
cozeltisinde tutuldu (uygun siireyi ayarlayabilmek icin her olguya ait 1 preparat
kullanildi, optimize ettikten sonra geri kalanlar1 da bantlandi).

- Distile su ile yikandi.

- Giemsa ¢ozeltisinde 5 dk. boyandi.

- 1Iki kere daha distile suda calkaland1 ve kurumaya birakilda.

- Kuruyan preparatlar 15tk mikroskobunda  kontrol edildi ve bantlar1 aranan
ozelliklere uygunsa (koyu ve agik bantlar ¢ok iyi aywrt ediliyor ve kromozom

morfolojisi bozulmamissa) analizi yapildi.

3.2.8. Telomerik Problarin Kullanim
On islem

- Periferik kan lenfosit kiiltiirii ile elde edilen hiicreler lamlara yayildi.

- Faz kontrast mikroskobunda kaliteli ve yeterli metafaz olup olmadigi kontrol edildi.

- Preparat 2xSSC’de oda 1sisinda 2 dk. bekletildi.

- Oda wsisindaki sirasiyla %70, %90 ve absolii etanol serisinde 2’ser dk. dehidrate
edildi ve kurumaya birakild1.

- Preparat iizerine 1 pl prob damlatilip lamel ile kapatildiktan sonra etrafi yapistirici

ile sikica kapland1.
Denatiirasyon
- Prob ve hedef DNA 75 °C’de 2 dk. tutularak denatiire edildi.
Hibridizasyon

- Preparat 37 °C’de nemli ve karanlik bir kutu iginde bir gece bekletilerek hibridize
edildi.

Hibridizasyon sonrasi yitkamalar

- 45 °C’deki su banyosuna 300 ml. %50 FA/ 1xSSC, 80 ml. 1xSSC ve 80 ml. Tween

20 soliisyonu konuldu.
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- Lamel etrafindaki yapistirict soyulduktan sonra dikkatli bir sekilde uzaklagtirildi.
- Preparat 5’er dakika 3 defa 100 ml. %50 FA/ 1xSSC’de yikandi.

- 80 ml. 1xSSC’de 5 dakika yikandu.

- 45°C’deki 80 ml. Tween 20 soliisyonunda 5 dakika yikandiktan sonra 2 defa oda

1s1sindaki Tween 20 soliisyonunda yikandi.
Hibrid sinyallerin goriintiilenmesi

- Preparat Tween 20 soliisyonundan ¢ikarildu.

- Uzerine 10 pl. DAPI-Antifade damlatilda.

- Enaz 10 dakika karanlik ve nemli bir kutuda +4 °C’de buzdolabinda bekletildi.

- Fluoresan mikroskobunda preparat taranarak uygun metafazlar otomatik
goriintiileme sisteminde fotograflandi.

- Sinyallerin degerlendirilmesi DAPI bantlar1 ile her kromozom ¢iftinin telomer

sinyalleri degerlendirilebilene kadar metafaz sayis1 arttirild.

3.2.9. CGH Dizinleri (Array) Kullanimi

Test (hasta) ve referans 6rneklerden (Referans DNA olarak piyasada hazir olarak satilan
ticari kontrol DNA’s1: kadin, erkek, NCBI Build 36-hg18 kullanildi.) DNA izolasyonu igin

taze veya dondurularak saklanan doku veya hiicre populasyonlar1 kullanilda.

3.2.9.1. Periferik kandan DNA izolasyonu

10 ml. periferik kan 50 mI’lik falkon tiipiine aktarilarak iizerine 1:3 oraninda eritrosit lizis

tamponu eklendi. +4°C’de 20 dakika bekletilip, 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant atilarak pellet siispanse edildi ve iizerine 20 ml eritrosit lizis tamponu eklendi.

Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

. Pellet tamamen siispanse edilip tizerine 500 pl SDS (%10’luk), 50ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 9,4 ml WBL (White Blood-Cell Lysis) tamponu eklenerek 56°C’de gece
boyu bekletildi.
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. Inkiibasyon sonrasi iizerine 4 ml Amonyum asetat (9.5M) eklenip iyice karistirildi. 20
dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi.

. Ustteki temiz kisim alinarak yeni bir falkon tiipe aktarildi, pellet atildi. Siipernatantin

iizerine 20 ml. etanol eklendi ve DNA’nin toplanmasi beklendi.

. DNA almarak bir ependorf tiipe aktarildi ve tizerine Iml % 70’lik etanol konuldu.
Maksimum hizda (13.200 rpm) 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriildi ve

slipernatant atildi.
Kurutma islemi ile kalan alkol uguruldu

. Elde edilen DNA’nin miktarina gére 100-300ul kadar TE (Tris-EDTA, pH=8.0) tamponu
eklenerek 56°C’de 1 saat bekletilerek +4°C’de muhafaza edildi.

Optimal diizeyde isaretleme ve hibridizasyon i¢in ¢alismada kullanilacak genomik
DNA’nm saflastirilmis, parcalanmamis-degrade ve ¢ogaltilmamis olmasi gerekmektedir.
CGH’de kullanilmak iizere konsantrasyonu 250 ng/ul ila 1,000 ng/ul arasinda degisen en
az 0,5 ng test edilecek genomik DNA elde edilmeye ¢alisilmistir.

3.2.9.2. Saflastirma

Piirifikasyon islemi i¢in magnetic bead ve magnetic stand kullanildi.

. Thermal cycler’dan ¢ikan 6rnek iizerine magnetic bead eklendi.

. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilen karigim magnetic stand iizerine alind1.
Beadlere baglanan DNA uygun tamponlar kullanilarak yikandi ve ¢ozdiiriildi.

. Bir sonraki agamaya gecilmeyecek ise 6rnekler -20°C’de saklandi.

3.2.9.3. DNA konsantrasyonu ve safliginin él¢iimii

. Stok DNA tiipiinden 1ul 6rnek alind1 ve 1,5 ml’lik eppendorf tiipline aktarilda.

. Uzerine 99 ul TE eklenerek 1/100 oraninda sulandirildi.
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. Ornegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviole dalga boyunda absorbsiyon degerleri

okundu

. DNA miktar1 formiile gore hesaplandi:

. Konsantrasyon= 100 (sulandirma) x 50 (sabit) x OD 260= ng/ul DNA

. OD 260/280 > 1,8 RNA, < 1,8 protein kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

Izole edilen DNA’lar %1 konsantrasyonlu agaroz jelde yiiriitiilerek degradasyon

acisindan kontrol edildi. Referans DNA olarak piyasada hazir olarak satilan ticari kontrol

DNA’s1: kadm, erkek, NCBI Build 36-hg18 kullanild.

3.2.9.4. Orneklerin isaretlenmesi

DNA o6rneklerinin isaretlenmesi NimbleGen Dual Color DNA Labeling (NimbleGen,

Roche)

isaretleme kiti ile gergeklestirildi. Test edilecek Ornekler kit icerigindeki Cy5

Random nanomerler kullanilarak isaretlenirken, referans olarak alinacak kontrol drnekleri

kit icerigindeki Cy3 random nanomerler kullanilarak isaretlendi. Cy5 ve Cy3 Isaretleme

primerleri B-Mercaptoethanol ve primer tamponu ile ¢oziildiikten sonra kiigiik boliintiiler

halinde

kullanilincaya kadar 1siktan korunakli bir sekilde -20°C’de saklandi.

0,2ml’lik ince cidarli PCR tiiplerinde isaretlenecek test gDNA’dan 0,5ug’m, 40ul
dilue Cy5-Random Nonamers pimerinin, 2 pl isaretleme kontroliiniin-1 (Labeling
and Hybridization Control-1 LHC-1) ve toplam hacmi 80ul’ye tamamlayacak kadar
Nuclease-free suyun kullanildigi karisim hazirlandi. Benzer sekilde 0,2ml’lik
baska bir tiip iginde referans DNA, 40ul dilue Cy3-Random Nonamers pimeri
LHC-2 ve suyun kullanildi:1 karisim hazirlandi. Ornek isaretleme karisimlari
termal dongii cihazinda 98°C’de 10 dk. denatiire edildikten sonra 10 dk. sulu buz
iizerinde sogutuldu.

Her bir 6rnek i¢in ANTP / Klenow mastar karisimi, 10pul- 10mM dNTP Mix, 2ul-
Klenow Fragment (3’->5" exo- 50U/ul) 8ul Nuclease-free H,O kullanilarak total
hacim 20ul olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan karisim denatiire Orneklerin

iizerine aktarilarak pipetajla tamamen karistirildi.
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- Kapagi sitilmig termal dongii cihazinda 37°C’de 2 saat 1siktan korunakl bir sekilde
inkiibe edilen reaksiyon, i¢eriginde 0.5M EDTA bulunan Stop Solution (durdurma
soliisyonu) ile sona erdirildi.

3.2.9.5. Isaretli 6rneklerin temizlenmesi ve miktarlarimin tayin
edilmesi

Stop soliisyonu eklenen isaretleme reaksiyon karigimi iglerinde 110ul Isopropanol
bulunan 1,5ml’lik tiiplere aktarildi. Vortekslenerek karistirilan tiipler 1siktan korunakli bir
sekilde oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edildi.

Daha sonra uygulanacak 12,000xg’de 10dK. santrifligasyon sonrasi siipernatant
atilarak pembe (Cy3) ve mavi (Cy5) peletler, 500ul %80 buz soguklugundaki etanol
eklenerek yikandir ve 12,000xg’de 2 dk. santrifiij edildi. Siipernatant pipet yardimiyla
ortamdan uzaklastirilarak tiip icerigi 1siktan korunakli bir bicimde SpeedVac sisteminde
diistik 1s1da 5 dk. kurutuldu. Bu asamada kurutulan isaretli 6rnekler -20°C’de bir ay kadar
saklanabilmektedir.

Peletler reaksiyon basma 35ul Nuclease-free su (kit igeriginde yer alan) ile rehidre
edildikten sonra miktarlar1 Nanodrop’ta (ThermoScientific) Olciilerek, konsantrasyonu,

Konsantrasyon (ug/ml) = A260 x 50 x Diliisyon Faktorii formiilii ile hesaplandi.

Mikrodizine hibridizasyon ¢alismalarinda kullanilacak olan 20pg (12x135K dizini
icin) veya 31ug (3x720K dizini igin) isaretli test ve referans DNA icin gerekli olan hacim
hesaplanarak 1,5ml temiz mikrofiij tiiplerde birlestirilerek SpeedVac’te diisiik 1s1da 1s1ktan
korunakl bir sekilde kurutuldu (Cizim 3.1).
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Cizim 3.1. Array-CGH analizi

* Test ve normal referans (hgl8) DNA’lar farkli florokrom’larla isaretlenir (gizimde, test yesil,
normal ise kirmizi) ve insan genomunda pozisyonlar1 bilinen DNA klonlar1 i¢eren bir microarray’le
co-hibridizasyona birakilir. Analiz ¢oziiniirliigli hem DNA klonlarinin boyutu hem de klonlar
arasindaki bosluk boyutu tarafindan belirlenir. En sik kullanilan arrayler genom boyunca 1.000.000
baz cifti araliklarla ayrilmis 200.000 baz ciftlik 3.000-4.000 klon igerir. Bu klonlanmis parcalar
iizerindeki test/normal Orneklerin hibridizasyonlar1 arasinda gdzlenen yogunluk farkliliklar1 o
pozisyondaki kopya sayis1 varyasyonlari (CNV) olarak degerlendirilebilir. Ornegin; eger test ve
kontrol DNA hibridizasyonu esit ise kirmizi/yesil florokrom sinyallerinin karigimi sar1 renk
verecektir. Eger, test DNA’s1 delesyon igeriyor ise kirmizi>yesil ve bir turuncu sinyal
gozlenecektir. Eger, test DNA’s1 duplikasyon igeriyor ise yesil florokrom kirmizi’dan daha baskin
olacaktir. www.burclab.com (2013)’den alinmustir.
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4. BULGULAR

Klinik bulgusu/ 6n tanist ¢oklu dogumsal anomali ve non-sendromik Mental Retardasyon
olan 8 MR’Iu olgunun aCGH teknigi ile elde edilen verileri degerlendirildiginde bu
olgularin tiimiinde ortak genomik bir degisimin oldugu tek bir kromozom bdlgesi
saptanabilmistir (Cizelge 4.1). X kromozomunun kisa kolunun (p kolu) 11.22 bolgesinde
saptanan bu genomik kazang boyut olarak bireyler arasinda farklilik gostermekle beraber
ortak bir genomik lokusta yer almaktadir. Cizelge 4.2°de gosterilmis olan diger
kromozomlardaki, 8 olgudan birinde ya da ikisinde olacak sekilde gbzlenen, genomik
kazang ya da kayiplar ¢alisma gurubumuzdaki ailede 8 olguda da ortak olan fenotipik
bulgulara neden olabilecek degisimler olarak degerlendirilmemistir. Ayrica, ayni aileden
normal fenotipe sahip 3 kadin olguda da ayn1 genomik lokusta farkli boyutlarda genomik

kazang gozlenmistir.

Cizelge 4.1. Klinik bulgusu/on tanis1 Multiple konjenital anomali ve Mental Retardasyon (Non-
sendromik) olan 8 hastadan aCGH teknigi ile elde edilen veriler.

. Kromozom- | Aberasyons Baslangigs | Bitiga Boyut- Aberasyon- | Aberasyon- | Aberasyonun-
Nos# (bp)= icerisinde- | icerisinde- | gorildiigii-
yeralan- yeralan- hastasayisi-
OMIM- Sendrom- | veyiizdesia
Genleri= Bélgesia
1o dup(1)(p32.2)= 207003107 | 268308281 | 130,5487 | = - 1(%] 220"
1a dup(1)(p36.33)= 37196y 6148501 | 577,654y | PPAP2Bn | = 2(%]2.5)=
1= del(1)(p36.11)= 29458061 = | 25616907 =| 158 446+ | CTPP - 1p36.11- 2(%25)=
CPP CTPA-{ Delesvan:
Sendromum
1= del(1)(gd1)= 2135055201 | 2139034229 3979021 | USH2A= a 1(%]12.5)=
20 dup(2)(g21.1)= 130881189= | 1310813609 200,171 | CFC1= n 1(%12.5)=
20 del(2)(p14)= 60043426~ | 60081506 | 38,138= | = - 1(%] 220"
I dup(3)(p26.1)= 6519627= 7163365#= | 643,738= | GRM7-=n R 1(%]2.0)=
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[ Kromozom- Aberasyona Baslangica | Bitiga Boyut: Aberasyon- | Aberasyon- | Aberasyonun-}
Noa (bp)= igerisinde- | icerisinde- | gorlldiga-
yeralan- yeralan- hastasayisi-
OMIM- Sendrom- | veyilizdesia
Genleria Bolgesia
4o del(4)p15.31)= 225140067 | 226488427 1348367 | .o -a 1(%125)a e
L] L] L]
4o dell4)p16.1)9 103484747 | 105585967| 2101227 | -= Woll- 1(%12.5) o
N N N N Hirschom
Sendromue
ja dup(5Mq13 2)= GEE33005Y | TOT04217Y| 18708227 | NAIPo -a I%ITS)e
6889736827 | TOG90TETY| 17934057 | = - s
GE064000 | TOTB4990 | 18200000 | = o n
5o del(5iald 2)e B25754521 | B2TM9927| 1565400 | - -a 1%125)a
L] o L]
[T Aup(B)p25 2) = 3520777 37393317 | 2185547 | PXDC1e ~n (%1252 |
go dup(B)p21 2) 404728017 | 404945539| 21752 | LRFN2a -0 1%12.5)e
6= del(6)c24 3= 148854675 | 1488882317 335567 | SASKH1= = (%1258 |
[+ ] (2 ] a
o del(B)c)26)m 1628773397 | 1629975821 1202537 | PARK2: = 1(%)dape |
a o o
fa dup(T)p11.2)= 555905871 | 557620567( 1714699 | = -8 1(%]23)e o
[+] 4] 5]
Ta dup(T)p22 1)a 52172581 550404977 | 2868399 | FBXL18a -8 2(%25)a n
] 4] 3]
52172589 | 6185297 | 9680399 | WIP2= -8 u
0 [ =}
o dup(7)p22 3)= 1300789 1640657 | 33087 | = o 1(%1250 o
-] =] =]
M dup(ri322.11 1018498357 | 1021257081 175873 | = = 2(%25)m IF
o o (1] o o
101815666= | 1021257089 3100420 | CAMK2B= | = I:
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Kremozom- | Aberasyona Baglangica | Bitiga Boyut- Aberasyon- | Aberasyon- | Aberasyonun-
Moa {bp)= icerisinde- | icerisinde- | gdrild G-
yeralan- yeralan: hasta-sayisi-
CMIM- Sendrom- | weyilizdesia
Genleria Balgesia
= dup({THg3s)= 1435283147 | 143705113 1767997 | = - 1(%12.3)= P
o o o
fe del(7)g22.1)= 10190491 8= | 1020641809 1592622 | = = 1(%12.3)= =
ge dup(BNp23.1 )= 72149997 8124900 | 9100009 | = -8 3(%37 5= =
a o o
72171880 78849340 | 6677460 | o -a =
7228101 B168054s | 93099530 | = ] =
fa del(B)p23 1) 71925141 TE211547 | 628640 | HE2= -8 2(%25)a o
7228101 78849340 | 6568330 | = ] =
Qo dup(@p131-gi3je | 301940000 | 701349000 309400001 o Pensentik | 1(%12.5)= o
. iny{9)e
Qa dup(@p131piZe | 400955410 | 402043779| 108836 | = - 1(%12.5) d
o =] o
G dup(@)p112p11.1)a | 462470087 | 468345559 | 587457] | = -n 1(%12.51 |
8a dup(@iq12-g1 3= B6E3905330 | TO202700M| 1612167 | CBWDE= | = 1(%12.5)= d
10= dup(10Mq11.21- 4G089G18T | 468427879 | T53169] | = = 1(%12.5)
qi122)= o - o
10= dup(10pg11 22)= 461251399 | 46042787 T17648Y | FAMISBZ: | o 4{%650) =
o o m B'ﬂs”‘-“ﬁ"
462156140 | 478781537 16625397 | FA21B= o g
o = o
484474779 | 486100729 1625959 | -= -0 :
49065036= | 49180001 =( 115055 | FRMPDZ22 | = o
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Kromozom-| Aberasyon& Baglangiga | Bitig Boyut- Aberasyon- | Aberasyon- | Aberasyonun-
Noa (bp)=a icerisinde- | icerisinde- | gorldiugu-
yeralkn- yeralan- hastasayisi-
OMIM- Sendrom- | veylzdesia
Genleria Bolgesia
10o dup(104q22 3)= 809445771 | 816129401 | 668363 | = o 3(%37,5)=
810549997 | 815749991 520000 | = ™
o = 811483060 | 81612940=| 4646340 | = -
10e dup(10Xq23 2)= 887244447 | 892489901 | 5245467 | FAM35A= | .= 3(% 37 5)=
887244447 | 892518787 | 527434 | = =
888318911 | 892489901 | 417099] | = o
100 del(10}p11 23)a 307725781 | 308268421 | 542649 MAP3K8a | Alzheimer | 1(%:12.5)=
= o = Disease ©
10a del(10)q11.21)= 460034617 | 460937371 90276y | = - 1(%12.5)=
100 del(10)(q11.22)= 483760061 | 485551991| 179193] | = = 4(%50)
o o o
486523209 | 490591311 406811} | = -
o a o
483059701 | 485551991 | 249229 | = =
o o 1+
486260791 | 490591311 4330527 | = a
o o o
100 del(10)(q21.3)= 69202639= | 699684782 | 765839= | MYPN= Alzheimer- | 1(%12.5)2
Disease =
10= del(10)(q24 2)= 100266260 | 1004451464 1788860 | HPSE2e Alzheimer- | 1(%12.5)=
Disease =
102 del(10)(q24 33)= 1049900641 | 105360675 370611§ | PDCD11= | = 1(%:12.9)=
o o o
11e dup(11)(p15.5)= 1716679 941685 | 770018§ | TALDO1= | = 1(%12.5)=
o o o

33




Kromozom-| Aberasyona Baslangiga | Bitisa Boyut: Aberasyon- | Aberasyon- | Aberasyonun:j
No-a {bp)a igerisinde: | icerisinde- | gorildigd-
yeralan- yeralan: hastasayisi-
OMIM: Sendrom- | weylzdesia
Genleria Bilgesia
1= dup(11Mpi1 2)= 454820129 | 457200887 | 2461769 | CHSTi= -a 1(%12.5)= g
12o dup(12Kp13.33= 33393 2192027 | 185899 | SLCGA1Ze | Astocyiom | 1(%:-12.50= u
(=1 o =] ﬂn
12e dup(12}g14.1)= 568762130 | 571241617 | 247948 | = - (%1250 0
12 dup(12Hg24.11)= 1082124630 | 1088178681 3054057 | C12orf3de | .o 1(%12.5)= g
12e del(12)q13.13)= 518347819 | 522137487 | 3789570 | C12orM10= | Vililigo= %1250 o
13= dup(13Kg32 1)= G3R83450= | 84061940=| 1784802 | TGDS= -8 1(%:-12.5)= ]
13= del(13)g21.31)= 620319150 | 627914501 | 758935 | = - 2(%25)m d
6203195150 | 626397781 | 608264 | = = d
4= dup(14¥ai1.1-911.2)= | 184077807 | 191246067 7166267 | POTEG= | -= 1(%:143)= l
1du del(14)qi11-11 2 | 184077809 | 193599371 952157 | POTEG= o 1(%%12.5) ]
14a del(14)a11.2)m 216467201 | 220291097 3823680 |-= - (%125
14a del(14)a31 3)m 852600091 | 655384057 274002 | = - (%125 P
14m del(14)q32 33p 105307A6TT | 106342076] 984209 | = = 1(%428 |
15= dup(15)a11.1-911.2)= | 1635409999 | 211249997 | 27300007 | = = 1(%125)= P
15= dup(15)923)= 661049269 | 664212767| 3163507 | MGAll= | .= (%125 P
160 dup(16)p11.2)e 31888699 | 334753115 | 1586612 | -= = %1250 |
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Kromozom-| Aberasyona Baglangige | Bitiga Boyut- Aberasyon- | Aberasyon- | Aberasyonunf:
No-a ibp)= icerisinde- | igerisinde- | gorildigi-
yeralan- yeralan- hastasayisi-
OMIM: Sendrom- | veylizdesia
Genleria Bilgesia
162 dup(16)gi2.1)= 456000790 | 459843771 | 384208) | MFG1o - (%128 |
160 dup(16)g12 2)= DZBOG3ETY | 230234847 127007 | = i 1%12am @
17z dupi7(pi1.2)= 188812451 | 19054809M| 1735647 | -= - A%3a)e
17 dup(17Ma21.2-g21 31)9 371149997 | 378949991 7800007 | = - 1(%12.5)= H
17= dup(17)g21.31- 417359521 | 421212381 | 3653067 | -« - 4% 50)= d
92132 a o ]
417097021 | 421212587| 4115537 | NSFe - J
415414321 | 421212589 | 579826 | -» - :
41561663 | 421794600 6177970 | = g [,
18 dup(18)g21.1)= 443540167 | 44544076 | 1900607 | KIAAD4ZT- | = 1% 12002
o n o {CTIF)=
18a dup(18)g22.1)= GO00SG0SY | BOST16GOY| S66064 | = = (%1258
18a dup(18)g22 3)= 674049957 | 679240999 5200000 | = o 1{%12.5)=
19m dup(19)p13.11)= 194234837 | 196061287| 1826457 | GATAD2Am | = 1{%12.2)=
19m dup(19Mg13.13-q13.2) 433400637 | 438107851 | 469822 | RASGRPda | = 1{%12.5)=
19a dup(19){g13 43 620376577 | 622602109| 2225537 | EF110915= | = 1{%12.3)=
220 dup(22)q11.21)a 196603461 | 202774009 | 6170549 | HIC2-C2H2a| Cat-aye- 2(%25)=
o o o Sendromus
18752218= | 18961060 2088420 | o -
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[Kromozom- Aberasyon & Baglangig= | Bitiga Boyut- Aberasyon-| Aberasyon- | Aberasyonun-
No+= {bp)= icerisinde- | icerisinde- | gorlldugi-
yeralan- yeralan- hasta sayisi-
OMIM- Sendrom- | veylzdesiia
Genleria Bdlgesia
Xa dup(X)p11.22)= 522102731 | 527458181 535545 | XAGE1D-A- | -= 8(%100)=
E-B-Co
922102731 | 522826121| 72339 | XAGE1D-A-| =
e e “ E-B-Co
925121741 | 525650541 | 528807 | XAGE1D-A-| o
o a a E-B-Ca
922511631 | 527458181 | 494655] | XAGE1D-A-| =
o a a E-BCe
525296431 | 525684781 | 38835 | XAGE1D-A-| =
o o -] E-B-cn
521949991 | 527149991| 5200001 | XAGE1D-A-| =
o o -] E‘B-Ca
922511630 | 52282612=| 314492 | XAGE1ID-A-| =
E-B-Co
525296430 | 52565054« ( 35411 | XAGEID-A-| =
E-B-Cn
Xa del(X)}p22.33)= 3240981 404661 | 805639 PPP2R3B= | .= 4(%50)=
o o o
3759962= 38634180 | 1034562 | PRKXo -u
37615699 3928516 | 166947] | PRKX= -0
o o o
37599629 38634181 | 1034561 | PRKX= o
o o o
Xu del(X)(g21.33)= 940649997 | 957446991 | 780000y | = > 1(%42.8)=
o o =]
Xa del(X)g22.3)= 1043182921 | 1048573101 539018 [ ILIRAFL2= | X'ebagh | 1(%12.5)2
MRz
Xa del(X)(q26.3)= 1346827581 | 1348577201 174962 | CT45A2a TestisCAa | 2(%25)=
Xa del(X¥q27.1)= 1399140659 | 1399752041 611391 | = < 1(%425)= |
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Kromozom-| Aberasyon& Baglamgiga | Bitiga Boyut- Aberasyon-| Aberasyon- | Aberasyonun-
No= (bp)= icerisinde- | icerisinde- | gortldigii-
yeralan- yeralan- hasta sayisi-
OMIN- Sendrom- | weylzdesiia
Genleria Bolgesiz
Yn dup(Y)qt122q12)e | 219353421 | 576958319 3,57,60_48911 DAZ3a . 2(%25)e
4] 4] 4|
21904999 | 57642915=| 357379164 TSPY4] | =
CDY1Bo
Yo del(Y)(p11.32)» 320169 367557% 705419 8 o 1(%12 5)=
2 g g

Cizelge 4.1°de 8 hastadan aCGH teknigi ile elde edilen verilere gore;

3 olguda goézlenen 5. kromozomun q13.2 bolgesindeki duplikasyon bu olgulardan
sadece 1 tanesinde OMIM genlerinden NAIP (ndronal apoptozis inhibitér protein) genini
icermekte ancak geri kalan 2 olguda aberasyon bdlgesi icinde gen bulunmamaktadir. 3
olguda gosterilen 8. kromozomun p23.1 bdlgesindeki duplikasyon bolgesi i¢cinde gen
bulunmamaktadir. Olgulardan 4’tinde 10. kromozomun g11.22 bolgesindeki duplikasyon
gbzlenen aberasyon araliginda olgulardan 1’inde FAM35B2 (family with sequence
similarity 35 member D), bir diger olguda da hiicre polarizasyonunun saglanmasi ve
korunmasmda gorevli olan FRMPD2 (FERM and PDZ domain containing 2) geni
bulunmaktadir. Olgulardan 3’iinde gozlenen 10. kromozomun ¢22.3 bolgesindeki
duplikasyonun bulundugu aberasyon araliginda gen bulunmamaktadir. 3 olguda
duplikasyon gézlenen 10. kromozomun ¢23.2 bélgesinde, olgulardan birinde FAMB35A
(family with sequence similarity 35 member A) geni bulunmaktadir. 10. kromozomun
q11.22 bolgesinde delesyon gozlenen 4 olguda aberasyon araliginda gen bulunmamaktadir.
17. kromozomun pl1.2 bolgesinde duplikasyon gozlenen 3 olguda aberasyon araliginda
gen bulunmamaktadir. 17. kromozomun g21.31-921.32 bolgesinde duplikasyon gozlenen 4
olgudan 1’inde aberasyon araliginda plazma membrani ile vezikiiller arasinda flizyonu
saglayan faktor geni olan NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) geni bulunmaktadir. X
kromozomu p22.33 bolgesinde delesyon saptanan 4 olguda ise aberasyon araliginda gen

bulunmamaktadir. Oysa, agir MR’lu 8 olgunun hepsinde duplikasyon gozlenen X
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kromozomu p11.22 bolgesinde aberasyon araliginda XAGE (X antijen ailesi) multigen
ailesi (Cizelge 4.2) yer almaktadir.

Cizelge 4.2. X kromozomunun p11.21 ve p11.22 bolgelerinde yer alan a.bilinen genler ve
genomik varyantlar, b. genomik varyantlar.

a.
(Database of genomic (f/ariants

[aman gonoma tukd 30)

Vartation Loces - Bulld 36 (hg18)
Fltor On
Gopage B % «FusiePreviaus Neats Enars SO  * recons Dev page Toadond 401 10 450 (Totm 2174
I J T ! J Position Known Genes i the
o foewe fam— e e e e Locus ‘
420 che X 52248021. TeheX 52,249,115 52,262,084 V. 106623 Copyh Xp1122 [s22 XAGE 1D
52284085 X 52,270,822 52282133V 100625 Copy I Xp1122 523 XAGE1B
cheX 52,249,031 52 283 521 Vanation_67978 CopyNumber | Xp1122 522 XAGE 1A
CheX 62,248 021 52261447 Vanation 83522 CopyNumber | Xp1122 522 XAGE1C
X 52256 515 52,261 447 Vanason_83523 CopyNumber Xp1122 523 IXAGE1E
X 52,270,512 52,284 085V 83524 Copyhh Xp1122 523
X 52,248 021 52 261 447 Vi 90684  Copyh |Xp1122 522
CheX 52 252 679 52255967 Vanabon_906685 CopyNumber | Xp1122 523
X 52 270,512 52 284 085 Vanadon 90685 CopyNumber | Xp1122 523
X 52270512 52270052 Vanation 00687 CopyNumber  Xp1122 523
427 ce X 52520002. MSQ&?I”I 52534&0 E 100626 C o [ Xp1122 525 XAGE1D
(52570049 CheX 52 543707 52568 599 Vanaton_ 106627 CopyNumber | Xp1122 525 XAGE1B
X 52,521 897 52569823 73976 Copy Xp1122 525 XAGE 1A
cheX 52 521971 52535044 73977 Copythy Xp1122 525 XAGEIC
X 52 520,902 52535376 Vanation_ Copytlumber  Xp1122 525 XAGE1E
cheX 52 543,491 52570049 V 83526 Copyh |Xp1122 525
X 52520902 52535376 V ¥ Copy IXp1122 525
CheX 52 543 491 52 570,049 Vanabon_00689 CopyNumber  Xp1122 525
428 cheX 52534857 X 52534 857 &ms&avm A7381 version Xp1122 |25 XAGE 1D
| 52590558 XAGE 18
XAGEIA
XAGE1C
IXAGE1E
(429 e X 52020586 X 52,626,580 52,626,580 Vanabon_29329 inDel IXp1122 526
430 X 52640433 “cheX 62,640,433 52,848 159 Vanaton_73078 [CopyNumber | Xp1122 526 SSX7
(52848159 CheX 52 642 888 52 841 681 Vanaton, WT CopyNumber  Xp1122 526 SSX8
X 52,0642 888 52841681 Vanabon 96690 W Xp1122 526 [ SPANXNS
X 52,764 659 52,788 940\ 00691 Xp1122 528 SSX2
SSX26
|431 cheX 527224€1- X 52,722 461 52 867 671 Vanavon_37382 Irversion TXp“ 2 5217 XAGES
;52867671 SPANXNS
SSX2
SSX28
432 X 52907733 a-x 54, 9126" 54 918281 Vnnnon !m W Xp1121 549 GPR173
155696471 dl)(53119495 53,121,708 Vanation_107526 CopyNumber  Xp1122 531 IMAGEH1
mxumm 54933874 Vi 107527 CopyNumbd Xp11.21 549 XAGE3
mxssmm 55096879anon 107528 CopyNumber Xp1121 557 ALAS2
{cheX 53,187 556 53,189,240 Vanation_107661 CopyNumber  Xp1122 532 GNL3L
|cheX 53,555,788 53 565,200 Vanaton_ 107976 CopyNumber | Xp11.22 536 PAGE2
|cheX 53,494,342 53 soe.m;v.mm_zzm CopyNumber  Xp1122 535 HSD17810
|cheX 52,907,733 55696 471 Vanaton_23256 CopyNumber  Xp1121 529 MTRNR2L 10
|cheX 55,695,684 55,605,684 Variaton_23921 CopyNumber  Xp1122 557 TSFYL2
{cheX 53,778,100 53,799,504 Vanation_37046 CopyNumber Xp1121 538 PFKFB1
|cheX 55 509 86155 633,913 Vanaton_37047 CopyNumber Xp1122 556 f 2
|cheX 55,194, 770_55,203,194 Vanation_43647 CopyNumber  Xp1121 552 MAGED2
a«x 55,189,375 55,202,288 V-num_mu CopyNumber  Xp1121 552 FANM156A
dc)(56109409 55,202,319 Vi 44415 CopyNurmd Xp1i21 552 [TRO
a-xss 189,437 55,204,289 Vanaton_44416 CopyNumber  Xp1121 52 FOXR2
{cheX54,612.976 54 646,399 Vaniation_53007 CopyNumber  Xp1121 546 FGD1
|cheX 55,202,320 55,204,330 Vaniation_62973 CopyNumber  Xp1122 552 FAM1568
|cheX 55,189,296 55,202 382 Vanaton_63100 CopyNumber Xp1121 552 MIRX8
|cheX 53,789,028 53,794,761 Vanaton_67979 CopyNumder Xp1121 538 SMC1A
d-xsa 100,475 53,102,585 Vanation_73979 CopyNumber | Xp1122 531 USPS1
avxsussw 53 507,947 Variation_73981 CopyNumber  Xp1122 535 WNK3
arxsa 557,054 53 564913 Vanation_73983 CopyNumber  Xp1122 536 SNORAT1
mxss 103,478 55,138 630 Vanation_73984 CopyNumber  Xp1122 551 KDMSC
dIX53 122671 53,125 170v.mon_nsza CopyNumber  Xp1121 531 FAN1048
\mxss 116,992 55,136,713 Vanaton_83529 CopyNumber  Xp1122 551 PAGES
mxs& 131,160 55,136,713 Vanaton_83530 CopyNumber Xp1121 551 [PAGE3
avxss 133,624 55136, mv.nm_saw CopyNumber  Xp1121 551 FAN120C
|cheX 52,039 558 52,062 000 Vanation_96692 CopyNumber | Xp1121 529 QsEc2
cnxsamen £3,125,170 V: 96693 CopyN Xp1122 531 IMHSL
mx 53,122.671.53,123691 Vannon_m CopyNumber  Xp1122 531 PHFE
mxsamsse 53,124 609 Vanation_96695 CopyNurmber Xp1122 531 PAGE2B
{cheX 53,470,032 53 482 478 Vi 96696 Copyh: Xp11.22 535 TSR2
|cheX 53 495 806 53 507 374 v.nuon_m CopyNumber  Xp1122 535 RIBC1
rmxssuom 55,130,168/Vanation_06700 CopyNumber | Xp1122 551 APEX2
[avxssmoos 56136088‘Vmuon 96701 CopyNumbder g::gt 551 “ruwm
1
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OLGU 1 (AF.G.) (111-7)

50 yasindaki erkek olgu, olgu 2 (11-7)’nin yegeni olup Olgu 2 (11-7), Olgu 1’in dayisidir.
Olgu 1, olgu 3 (111-6) ve olgu 8 (111-3) ile kardestir.

a.
1 2
T2 3 4 56 7 8 9
I O o B ® B @ N O O
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 % 17 18 19 20 21 2
i o O [ ] @ Omm o O 0o OO O N O 0000 O0d
1 2 3 4 g 7 8 9 10 11 12 13 14
VM O O O0O0 ooon m O OO o©O0
b.
2% ) 9c o ¢
s ¥ 4 o
1 2 3 4 5

13 14 15 16 17 18
54 It i »3 g “
19 20 21 22 X Y
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502782A07_2011-08-05_16-12_Areal_unavg_segMNT

a. Aile agaci
GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

=3

Cizim 4.1. Olgu 1’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci

Olgu 1’de yapilan array CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢ 52210273 ve
aberasyon bitis 52745818 araliginda 535545 bg.’lik duplikasyon saptanmistir. Aberasyon
icerisinde yer alan sendrom bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE

1D-A-E-B-C OMIM genleri yer almaktadir.
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OLGU 2 (K.S.) (11-7)

65 yasindaki erkek olgu, ailede mental retardasyon ve ¢oklu dogumsal anomalilerin ilk

goriildigii olgudur. Olgu 2, olgu 1(111-7), 3 (111-6) ve 8 (111-3)’in dayisidur.

a.
1 2
| ® X
1 2 3 4 5 f
“ 0o M@ B®
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15
o O | @ 0mm o O®R O OO0 O N
1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314
MO OOO0 oooOn O 00
b.
>l .
\O& 7 i P ol
| 2 3 . 4

: M - b B 0 ‘
is 14 T 1
v &
13 14 15 16 17
31 ¥4 1S $: |-
21 >22 X
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502782A07_2011-08-05_16-12_Areal L navg_segMNT

a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.2. Olgu 2’ye ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci
Olgu 2’de yapilan array CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52210273 ve
aberasyon bitis 52282612 araliginda 72339 bg.’lik duplikasyon saptanmistir. Aberasyon
icerisinde yer alan sendrom bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE

1D-A-E-B-C OMIM genleri yer almaktadir.
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OLGU 3 (L.G.) (111-6)

48 yasindaki erkek olgu, olgu 2’nin yegeni olup Olgu 2 (I1-7), Olgu 3’iin dayisidir. Olgu 3,
olgu 1(111-7) ve olgu 8 (111-3) ile kardestir.

a.
1 2
| @ K
1 2 3 4 5 B 7 8 9
I O o B ® B Q@ N O 0
1 2 3 5 67 8 g 10 11 12 13 14 15 B 17 1§ 19 20 21 22
U o 0O [ | @ Omm e Of o OO0 OnN O0000O00d
1 2 3 4 5 6 7 4@ 9 10 11 12 13 14
vV O OO0O0 oOoon m O oo oo
b.

W~ be e ol M

1 12

2 3( TS S BEY

13 14 16 17 18

4 Y i it 7 3

19 20 21 22 X
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.3. Olgu 3’¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1 ile aile agaci

Olgu 3’de yapilan array CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52512174 ve
aberasyon bitig 52565054 araliginda 52880 bg.’lik duplikasyon saptanmistir. Aberasyon
icerisinde yer alan sendrom bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE

1D-A-E-B-C OMIM genleri yer almaktadir.
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OLGU 4 (H.Y.) (1V-8)

17 yasindaki erkek olgu, olgu 1 (111-7), 3 (111-6) ve 8 (111-3)’in yegeni olup Olgu 1(111-7),3
(111-6) ve 8 (111-3) Olgu 4’iin dayisidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.4. Olgu 4’¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agac1
Olgu 4’de yapilan array CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52251163 ve
aberasyon bitig 52745818 araliginda 494655 bg.’lik duplikasyon saptanmistir. Aberasyon

icerisinde yer alan sendrom bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon icerisinde XAGE

1D-A-E-B-C OMIM genleri yer almaktadir.
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OLGU 5 (M.P.) (IV-9)

21 yasindaki erkek olgu, olgu 6 (111-10)’nin yegeni olup Olgu 6 (111-10), Olgu 5’in
dayisidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip

c. Array-CGH analizi
Cizim 4.5. Olgu 5’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar ile aile agaci

Olgu 5°’de yapilan array CGH analizi sonucunda aberasyon baslangic 52529643 ve
aberasyon bitis 52568478 araliginda 38835 bg.’lik duplikasyon saptanmustir. Aberasyon
icerisinde yer alan sendrom bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE

1D-A-E-B-C OMIM genleri yer almaktadir.
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OLGU 6 (M.A) (111-10)

45 yagindaki erkek olgu, olgu 2 (11-7)’nin yegeni olup Olgu 2, Olgu 6’nin dayisidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.6. Olgu 6’ya ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci
Olgu 6°da yapilan array CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52194999 ve
aberasyon bitig 52714999 araliginda 520000 bg.’lik duplikasyon saptanmistir. Aberasyon
icerisinde yer alan sendrom bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE

1D-A-E-B-C OMIM genleri yer almaktadir.
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OLGU 7 (C.A) (111-15)

45 yasindaki erkek olgu, olgu 2 (11-7)’nin yegenidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.7. Olgu 7’ye ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuclari ile aile agact

Olgu 7°de yapilan array CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52251163 ve
aberasyon bitis 52282612 araliginda 31449 bg.’lik duplikasyon saptanmustir. Aberasyon
icerisinde yer alan sendrom bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon icerisinde XAGE

1D-A-E-B-C OMIM genleri yer almaktadir.
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OLGU 8 (A.G.) (111-3)

54 yasindaki erkek olgu, olgu 2 (11-7)’nin yegeni olup Olgu 2 (11-7), Olgu 8’in dayisidir.

Olgu 8, olgu 1(111-7) ve olgu 3 (I11-6) ile kardestir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.8. Olgu 8¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1 ile aile agaci

Olgu 8’de yapilan array CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52529643 ve
aberasyon bitis 52565054 araliginda 35411 bg.’lik duplikasyon saptanmustir. Aberasyon

icerisinde yer alan sendrom bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE
1D-A-E-B-C OMIM genleri yer almaktadir.
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KONTROL 1 (G.S.) (11-9)

68 yasindaki kadin olgu, olgu 2 (11-7)’nin kiz kardesidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.9. Kontrol 1’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmustir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.
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KONTROL 2 (G.G.) (11-2)

76 yasindaki kadin olgu, olgu 2 (11-7)’nin kiz kardesidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.10. Kontrol 2’ye ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.
GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Kontrol 2°de yapilan array
CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52530786 ve aberasyon bitis 52568478

araliginda 37692 bg.’lik duplikasyon saptanmistir. Aberasyon igerisinde yer alan sendrom

bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE 1D-A-E-B-C OMIM genleri

yer almaktadir.
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KONTROL 3 (G.G.) (1I-1)

86 yasindaki erkek olgu, olgu 2 (11-7)’nin enistesidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.11. Kontrol 3’¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmustir. Array CGH analizinde de X
kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.
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KONTROL 4 (A.Y.) (111-4)

48 yasindaki kadin olgu, olgu 4 (1VV-8)’tin annesidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.12.. Kontrol 4’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Kontrol 4’de yapilan array
CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52521897 ve aberasyon bitis 52534868
araliginda 12971 bg.’lik duplikasyon saptanmistir. Aberasyon igerisinde yer alan sendrom
bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE 1D-A-E-B-C OMIM genleri

yer almaktadir.
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KONTROL 5 (A.Y.) (111-5)

52 yasindaki erkek olgu, olgu 4 (1VV-8)’tin babasidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.13. Kontrol 5’¢ ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmustir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.
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KONTROL 6 (N.P.) (111-8)

46 yasindaki kadin olgu, olgu 5 (1VV-9)’in annesidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.14. Kontrol 6’ya ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1 ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Kontrol 4’de yapilan array
CGH analizi sonucunda aberasyon baslangi¢c 52543707 ve aberasyon bitis 52568599
araliginda 24892 bg.’lik duplikasyon saptanmistir. Aberasyon igerisinde yer alan sendrom
bolgesi bulunmamakla birlikte aberasyon igerisinde XAGE 1D-A-E-B-C OMIM genleri

yer almaktadir.
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KONTROL 7 (G.A.) (111-11)
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.15. Kontrol 7°ye ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmustir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bélgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.

69



KONTROL 8 (A.G.) (IV-4)

17 yasindaki kadin olgu, olgu 1 (111-7), 3 (111-6) ve 8 (111-3)’in yegenidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.16. Kontrol 8’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.17. Kontrol 9’a ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.
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22 yasindaki kadin olgu, olgu 4 (1V-8)’tin kiz kardesidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.18. Kontrol 10’a ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.
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KONTROL 11 (G.Y.)

23 yasindaki kadin olgu, olgu 4 (1V-8)’tin kiz kardesidir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.19. Kontrol 11’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile agaci.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.
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a. Aile agaci
b. GTG Banth karyotip
c. Array-CGH analizi

Cizim 4.20. Kontrol 12’ye ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglari ile aile

agacl.

GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmustir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gézlenmemistir.
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KONTROL 13 (A.S)

8 olgumuz ve 12 kontrol grubumuzdaki olgularla akrabalik bagi olmayan erkek olguda
GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gozlenmemistir.
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a. GTG Banth karyotip
b. Array-CGH analizi

Cizim 4.20. Kontrol 13’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1

80



KONTROL 14 (E.E.)

8 olgumuz ve 12 kontrol grubumuzdaki olgularla akrabalik bagi olmayan kadin olguda
GTG Bantlama ile normal kromozom kurulusu saptanmistir. Array CGH analizinde de X

kromozomunun ilgili bolgesinde herhangi bir anomali gdzlenmemistir.
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a. GTG Banth karyotip
b. Array-CGH analizi

Cizim 4.21. Kontrol 14’e ait GTG Bantlama ve Array-CGH analizi sonuglar1
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5. TARTISMA

Genel populasyonda % 2-3 (Roeleveld, Zielhuis ve Gabreéls 1997) oraninda
goriilen mental retardasyonun etiyolojisi genellikle a¢iklanamamaktadir. Onemli bir MR
etmeni olan kromozom anomalilerinin bu gruptaki orani hasta se¢imi ve kullanilan
tekniklere bagli olarak % 4-28 arasinda bildirilmektedir (de Vries, ve digerleri 2001). Bu
anomaliler (delesyon, duplikasyon ve translokasyonlar), genellikle mikroskobik olarak

goriilebilen 2-3 Mb’dan biiyiik degisimlerdir.

Coklu dogumsal anomali ve mental retardasyon etiyolojisinde 6nemli bir etmen
olan dengesiz kromozom anomalilerinden sayisal anomaliler grubu, klasik bantlama
teknikleri ile kolaylikla tanmabilirken, yapisal anomalilerin tanisinda bu teknikler yetersiz
kalabilmektedir. 1980’1 yillarda HRBT, 90’l1 yillarda FISH analizleri ve son yillarda da
CGH hatta array CGH analizleri bu alanda 6nemli tanisal teknikler olarak kendini
ispatlamistir. Genel olarak koyu boyanan G bantlar az, acik boyanan G bantlar ise genler
acisindan zengindir. Telomer bolgeleri ise, genler agisindan en zengin bolgelerdir
(Ghaffari, ve digerleri 1998). Telomerlere 06zgiin problarin gelistirilerek FISH
teknolojisinde kullanimi ile bu bolgelerin delesyon ve duplikasyonlarmnin taninabilmesi ile
MKA/MR etiyolojisindeki roliiniin arastirilmasi 1990’ yillarin sonlarinda biiyiikk 6nem
kazanmugstir (Flint, Wilkie, ve digerleri 1995 ).

Mental retardasyon etiyolojisinin ag¢iklanmasinda klasik sitogenetik tekniklerin
yetersizligi Wilkie’yi (Wilkie AOM, 1993) telomerik anomaliler ve uniparental
dizomilerin tanisi i¢in, yiiksek degiskenlikteki DNA polimorfizmlerinin kullanimini igeren
bir strateji ileri stirmeye itmistir (de Vries, ve digerleri 2001). Flint ve arkadaslar1 (Flint,
Wilkie, ve digerleri 1995 ) ise, bu stratejiyi submikroskobik ya da telomerik yeniden
diizenlenmelerin, idiyopatik mental retardasyonun bir nedeni olup olamayacagini anlamak
icin yaptiklar1 bir pilot ¢alismada kullanmiglardir. Bu ¢aligma sonucunda, idiyopatik
mental retardasyonun en az % 6’smin, telomerik submikroskobik yeniden diizenlenmeler
ile olustugunu ileri siirmiislerdir. Buna gore, telomerik yeniden diizenlenmelerin, mental
retardasyonun Down sendromundan sonra en yaygin ikinci nedeni olabilecegini ve bu

yapilmasi gerektigini bildirmislerdir.
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Genom boyunca DNA dizisindeki kopya sayisi degisimlerini inceleyen bir
molekiiler sitogenetik teknik olan array-CGH teknigi sayesinde klasik yontemlerle
sitogenetik tanisi kesinlesemeyen kromozom anomalilerinin daha detayli arastirilmasi
miimkiin olmaktadir. Bu nedenle, ¢alismamizda kromozom analizleri normal olarak
sonuglanmis olan hem MR’lu hem de kontrol grubundaki olgulara array temelli CGH

Teknigi uygulanmustir.

Olgularimizda en dikkat ¢ekici durum, ailede 3 kusaktir sadece erkek bireylerde
anomalinin ortaya ¢ikmis olmasi ve bu anomalinin tasiyic1 kadinlar tarafindan bir sonraki
kusaga aktarilmis oldugunun goézlenmesidir. Bu durum da bize aslinda X kromozomuna
bagli bir kalitimin s6z konusu oldugunu disiindiirmektedir. Cizelge 4.1’de klinik
bulgusu/6n tanis1 Coklu dogumsal anomali ve Mental Retardasyon (Non-sendromik) olan
bu 8 hastadan array CGH teknigi ile elde edilen verilerde de X kromozomunun p11.22
bolgesinde 52210273-52745818 araliginda 535,5 Kb’lik (535545 bg’lik) bir bolgede farkli

boyutlarda duplikasyon varliginin saptanmis oldugu gosterilmistir.

Mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlar low copy repeat (LCR) aracilikli homolog
olmayan rekombinasyon sonucunda resiprokal olarak ortaya ¢iktiklar1 diisiiniilen
kromozomal diizensizliklerdir. LCR, Okaryotik genomda evrimsel siiregte segmental
duplikasyonlar araciligiyla ortaya ¢iktigi varsayilan, toplumda polimorfizm gosterdigi
bilinen ve tipik olarak birkag yiiz kilobaz kadar uzun olabilen DNA dizileridir (Strachan
2004). Bu tekrar dizilerinden zengin olan kromozom bdlgeleri mayotik eslesme sirasinda
kars1 karsiya gelmelerinde bir hata olursa homolog olmayan kromozom bdlgelerindeki
LCR’ler kars1 karsiya gelerek eslesebilir (non-allelik homolog rekombinasyon) (Flint,
Thomas, ve digerleri 1997). Boyle eslesmelerde kardes kromatid degisimi karsilikl1 olarak
eksik (delesyon) ve fazla (duplikasyon) segmentler i¢eren kromatidlerle sonuglanir. Mental

retardasyonlu olgularda duplikasyon siklig1 yaklasik olarak % 0.33’diir.

Roberto Giorda ve ark. (Giorda, ve digerleri 2009) 2009 yilinda yapmis olduklar1
calismada, Xpl1 bolgesinin non-sendromik X'e bagli MR ( MRX ) altinda yatan tiim gen
defektlerinin yaklagik % 30'unu tasidigin1 one siirmektedir. Calismalarinda, izole veya
sendromik MR’lu 2400 olguda tiim genom aCGH teknigi ile 200 kb.’dan daha biiyiik olup
daha once rapor edilmemis olasi tiim kopya sayis1 (CNVs) degisikliklerini incelemigler ve
iki erkek ile alt1 kadin ( % 0,33 ) olguda Xp11.22 - p11.23 bolgesinde mikroduplikasyon

tespit etmislerdir. Olgularindan 3 tanesinde anomaliler ailevi iken 3 tanesinde ise de novo
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olarak ortaya cikmistir. Ancak, tim etkilenmis bireylerde smirda veya agir mental
retardasyon ile konusma giicliigli ayn1 bizim olgularimizda da oldugu gibi gozlenmektedir.
Olgularimizla ortak olan anomaliler; Artikiilasyon bozuklugu, boguk ve/veya nazal sesin
genellikle mevcut olmasi, pes planus ve/veya pes cavus, 5. parmak hipoplazisi ve sindaktili
gibi alt ekstremite anomalileri ile izole nobetlerdir. X inaktivasyonu paterninin, olgularinda
duplikasyon boyutuyla ve etkilenmis kisilerde X - inaktivasyonu derecesinin klinik fenotip
siddeti ile de iliskili olmadigini géstermislerdir. X - inaktivasyon paterni ve klinik bulgular
degisken olsa da, duplikasyonlu X kromozomunu tasiyan kadinlarin ¢ogunun fenotipik
olarak normal olmalar1 bizim ailemizde de oldugunu disiindiigimiz gibi X-
inaktivasyonunun rastgele degil anormal X yoOniinde secilmis olarak yapildigini

diisiindiirmektedir. Ailemizde de sadece erkek bireylerde anomaliler gdzlenmistir.

Xpll1.2, birkag noérogenetik bozukluk i¢in kritik baglant1 araliginda olan MRX ( X
kromozomuna bagli Mental Retardasyon) genlerini barindiran genlerce zengin yeniden
diizenlenmelere egilimli bir bolgedir. Roberto Giorda ve ark.’larinin ¢alismasinda saptanan
duplike olan bolgede bulunan sekiz genden t¢ii  (SSX, MAGE, GAGE ve XAGE
disindakiler) bilinen kalitsal hastaliklarla ilgilidir; SHROOM4 [ MiM 300.579 ] bir MRX
genidir. Bizim olgularimizda da gordiigimiiz XAGE 1A-B-C-D ve E genleri, GAGE
ailesine iiye genlerdir. GAGE genleri, ¢esitli tiimorlerde, bazi fetal ve reprodiiktif
dokularda eksprese olmaktadirlar. Ozellikle Ewing's sarkoma’da eksprese olan bu
genlerden kodlanan protein niiklear lokalizasyon sinyali igerir ve diger GAGE/PAGE
proteinleri ile dizi benzerligi gdsterir. Bu proteinin, ekspresyon 6zelligi ve dizi benzerligi
nedenleri ile CT (kanser-testis) antijenleri ailesine ait oldugu diisiiniilmektedir. Bu genin
alternatif kirpilma mekanizmasi nedeni ile alternatif transkripsiyon baslangi¢ bdlgelerine
ek olarak ¢esitli transkripsiyon varyantlar1 da olusturdugu tespit edilmistir (Nakagawa K,
2005). Bildigimiz kadariyla, Xp11.22 - p11.23 duplikasyonlar1 bugiine kadar herhangi

yayinlanmis bir ¢alismada polimorfik degisiklik olarak rapor edilmemistir.

Froyen ve ark.’lar1 (Froyen, G., ve digerleri, 2012) 2012 yilinda, 6 birbirinden
bagimsiz aileden non-sendromik MR’lu bireylerde yapmis olduklar1 array CGH
calismasinda Xpl1.22 bolgesinde 0.4 ile 1.0 Mb arasinda degisen biiyiikliikte
duplikasyonlar saptamiglardir. Tiim olgularda MR, fasiyal dismorfizm, iirogenital
anomaliler, gastrodzofagial reflli, ve anormal yiirlime gibi ortak ozellikler gozlemelerine
ragmen bu sendrom i¢in ayirt edici bir fenotipik 6zellik belirleyememislerdir. Ancak, tiim

tastyict kadinlarm fenotipik olarak normal oldugu sonucuna varmislardir.
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Mathieu Bertrand ve ark. (Bertrand, ve digerleri 2004) 2004 yilinda yapmis
olduklar1 ¢aligmada, X kromozomu flizerinde ¢ogu ortak bir genomik lokus paylasan
(Scanlan, ve digerleri 2002) ¢oklu gen ailelerinin {iyesi olan, melanoma antijen (MAGE), G
antijeni (GAGE) ve X kromozomu antijeni (XAGE) multigen ailelerini de igeren kanser
testis antijenleri listesinde yer alan MAGE genleri {izerinde arastrma yapmislardir.
Ozellikle Tip I MAGE’ler X kromozomu iizerinde ii¢ kiime halinde kodlanmis 45’den
fazla gen icerir ve son kanitlar, tiimor olusumu ve kanser hiicresi canliliginda aktif rol
oynadiklarin1 gostermektedir (Cilensek, ve digerleri 2002) (Duan, ve digerleri 2003) (Liu, ve
digerleri 2008) (Yang, ve digerleri 2007) Biyokimyasal ve hiicresel analizler MAGE
proteinlerin RING domain proteinlerinin ubiquitin ligaz aktivitesini arttirmakta oldugunu
gostermektedir. Ailemizde de etkilenmis bireyler arasinda kanser tedavisi gorenler

bulunmaktadir.

Holden ve ark.lar1 (2010) ise zihinsel engelli ve yapisal beyin anomalileri olan
Xpl1.22—pl11.4 bolgesinde de novo duplikasyonlu kiz olguda tam kandan izole edilen
DNA’da yaptiklar1 X inaktivasyon analizinde hiicrelerin c¢ogunda normal X
kromozomunun tercihli inaktive oldugunu gostermislerdir. Oysa, Matsuo ve ark.lar1 daha
biiyiik duplikasyonlarda kadin anormal X kromozomunun tercihli inaktive oldugunun
rapor edilmis olmasina ragmen Xpll.2 - Xpl1.4 bolgeleri ile sinirli duplikasyonlarda
genellikle X inaktivasyonunun rastgele oldugunu (Matsuo, ve digerleri 1999) (Portnoi, ve
digerleri 2000) (Vokac, ve digerleri 2002) savunmuslardir. Bizim ailemizde de kadinlarin
(11-2, 1H1-4, 111-8) tasiyict olmalar1 ve sadece erkek olgularda anomalilerin goriilmesi
hiicrelerin cogunda kadinlarda tercihli olarak anormal X kromozomunun inaktive oldugunu

distindirmektedir.

Bonnet ve ark.lar1 ise (Bonnet, ve digerleri 2006) Xp11.22 - p11.23 bolgesinde de
novo 5 Mb’lik duplikasyon olan bir erkek olguda fenotipik ve molekiiler karakterizasyon
ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada, erkeklerde X duplikasyonunun fenotipi gen dozajindaki
artmaya bagli olarak etkilemekte oldugunu , kadinlarin ¢ogunda ise aksine duplikasyonlu
X kromozomunun inaktive olmasi nedeni ile fenotipik olarak normal oldugunu
gostermislerdir. Erkek olgularda 6zellikle mental retardasyon, fasiyal dismorfizm, ayak
anomalileri, kisa boy ve nobetler ortak fenotipik 6zellikler arasinda sayilabilir. Ancak,
erkeklerde tek tek genlerin duplikasyonlarinin fenotipik etkileri ve genotip-fenotip

korelasyonu hakkinda bugiine kadar yapilmis olan tiim yaymlarda anlamli ortak sonuglara
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vartlamamistir. Bu nedenle, s6z konusu bdlgeye ait duplikasyonlarin fenotipik etkilerine
0zgli daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir. Duplike olan bdlgenin boyutunun

fenotip iizerine etkisi olgularda klinik muayene ile degerlendirilmelidir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez kapsaminda, standart sitogenetik analizlerle normal kromozom yapisi
saptanmis olan belirli bir ailede, tekrarlayan farkli seviyelerdeki konjenital anomali
ve/veya MR’larin etyolojisinde etkili olan genomik yeniden diizenlenmelerin
arastirilmasinda, FISH tekniginin de arastirilacak aday gen/kromozom bdlgelerinin klinik
ya da sitogenetik yontemler ile 6nceden belirlenmis olmasinin gerekliligi basta olmak
tizere ¢esitli dezavantajlarinin bulunmasi nedeni ile yetersiz kalabildigi, hasta grubumuzda
array temelli CGH Tekniginin uygulanarak belirli bir ailede 3 kusaktir sadece erkek
bireylerde goriilen anomalilerin etiyolojik tanisinin  kesinlesmesi bodylece sonraki

kusaklarda tekrarin1 6nlemeye yonelik izlenecek yola karar verilmesi amaglanmisti.

CGH teknigi gelistirilmeden once rutin sitogenetik teknikler ile normal kromozom
kurulusu saptanmis olan ozellikle MR diizeyi hafiften agira kadar olan olgularda,
subtelomerik problar ile tam1 konulmaya c¢alisilmis ve yaklasik %10’unda anomali
saptanabilmistir. Ancak, son yillarda CGH tekniginin 6zellikle de array temelli CGH
tekniginin gelistirilmesi ile genomik yeniden diizenlenmelerin Saptanma oram1 % 20-

24’lere kadar ¢ikarilabilmistir.

8 agir MR’lu erkek olgu ile bunlarla akrabalik bagi olan normal fenotipe sahip 12
ve aileden olmayan 2 olgu olmak fiizere toplam 22 olgudan olusan ¢alisma grubumuzda,
GTG bantlama teknigi ile 500-550 bant diizeyinde herhangi bir kromozomal anomali
saptanamazken array temelli CGH teknigi ile 8 mental retarde olgunun tiimiinde X
kromozomunun p11.22 bolgesinde 52210273-52745818 araliginda 535,5 Kb’lik (535545
bg’lik) bir genomik bolgede farkli boyutlarda kazang saptanmustir. Ayrica, ayni aileden
normal fenotipe sahip 3 kadin olguda da ayni1 genomik lokusta farkli boyutlarda genomik

kazang gozlenmistir.

Calismamizda, gen basina 3 probun yer aldigi, 60 mer’lik problarla tiim genomu
tarayan tek bir mikrodizin lami {izerine 12 ornegin hibridizasyonunun yapilabildigi
Human CGH 12x135K Whole-Genome Tiling v3.0 Array (NimbleGen, Roche
mikrodizin)’den 2 array platformu kullanilmistir. Mikrodizin ¢aligmasinda kromozomal ve
kopya say1 farkliliklar1 saptanan bolgelerin dogrulanmasi (validasyon) i¢in farkli yontemler

izlenebilir. Bu yontemlerin hangisinin kullanilacagmma veya ka¢ mer’lik prob kullanilmasi
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gerektigine bulunan degisimin cinsine gore karar verilmesi dogru olur. Degisim bir
delesyon ise farkli bir yontem diisiiniilebilecekken duplikasyon ise daha bagka bir yontem

disiiniilebilecektir.

Delesyonlarda konfirmasyon g¢alismasi igin BAC klonlar kullanilarak 6zel olarak
dizayn edilmis problarla FISH c¢alismasi yapilabilir ve sinyal yoklugu ile delesyon
kolaylikla gosterilebilir. Ayrica, duplikasyonlarda da biri duplike olan bdlgenin
proksimaline digeri ise distaline lokalize olmak tizere iki ¢esit BAC klon kullanilarak FISH
calismas1 yapilabilir. Boylece, duplike segmentlerin lokasyon ve rolatif yerlesimi bu

teknikle belirlenebilir.

Bulunan duplikasyon bdélgesi iginde yer alan informatif SNP’ler kullanilarak
baglant1 analizi ile kritik duplikasyon bolgesi biraz daha daraltilabilir. Daha sonra
daraltilan bu duplikasyon bolgesi ailenin diger bireyleri ve normal populasyondan alinmis
DNA orneklerinde konfirme edilir. Bu konfirmasyon galismasi, bolgenin biyikligiine
gore MLPA (Multipleks Ligasyon Prob Amplifikasyonu) veya FISH gibi diger bir
yontemle yapilabilir. Duplike bélgenin aile i¢i kalitimi, informatif SNP’lerin kullanildigi
haplotip analizi ile belirlenmeye ¢alisilir. Kadm kontrollerden tigiinde (I1-2, 111-4, 111-8)
535,5 Kb.’lik kritik bolgemizde bulunan duplikasyonlarin yer aldigr X kromozomunun
hiicrelerin ¢ogunda inaktive oldugunu gostermek amaciyla bir sonraki asamada X-
inaktivasyon analizleri yapilabilir. Tastyic1 kadinlardan elde edilen DNA 6rneklerinde
Androjen-reseptor gen metilasyon analizi ile metilasyon durumu dolayisiyla inaktivasyon

belirlenehilir.

Bunlara ek olarak, kritik duplikasyon bolgesi i¢inde kalan genlerin ekspresyonunda

degisiklik olup olmadig1 da kantitatif gergek zamanli PCR teknigi ile analiz edilebilir.

Ayrica, 52210273-52745818 araliginda 535,5 Kb’lik buldugumuz kritik bdlgenin
olgular, tastyict kadinlar ve normal oldugunu diisiindiigiimiiz aile bireylerinde yeni nesil
dizi analizi ile incelenmesi yapilabilir. Cikan veri hastalikla iliskilendirilebilecek gen

bolgesi agisindan biyoinformatik analizlerle degerlendirilebilir.
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OZGECMIS
Adi Soyadi
Dogum Tarihi-Yeri
Medeni Durum
Adres

GSM

Doktora

Yiiksek Lisans

Universite

Lise

is Deneyimleri

EBRU PERIM AKCAY (ONAL)
:1970, istanbul

tEvli

: Atatiirk Mah. 43-A-Ada Gardenya 2-6 k:7 d:32 ATASEHIR/IST

: (0532) 452 46 90
Kocaeli Uni. Tip Fak. Tibbi Biyoloji ve Genetik, Kocaeli

2008-

istanbul Universitesi istanbul Tip Fak. Tibbi Genetik, istanbul

2003-

istanbul Universitesi istanbul Tip Fak. Tibbi Genetik, istanbul

1998-2001

istanbul Universitesi Fen Fak. Biyoloji Béliimii, istanbul
1992-1998

Mimar Sinan Universitesi Mimarlik Fakiiltesi, istanbul
1987-1992

Ozel Toros Koleji, Mersin

1981-1987

Nesiller Genetik Tani Merkezi,

Sitogenetik Laboratuvar Sorumlusu,

2013-

Ati Teknoloji Genetik Hastaliklar Tani Merkezi,
Sitogenetik Laboratuvar Sorumlusu,

2010-2013

Amerikan Hastanesi, Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi,
Sitogenetik Laboratuvar Sorumlusu,

2006- 2010
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istanbul Universitesi istanbul Tip Fak. PRETAM,
Sitogenetik Asistani,
1997- 2006
Gazi Universitesi Tip Fak. Genetik Boliimii,
Stajyer,
1996
Arastirma Deneyimleri Pre-natal (Amniyotik Sivi, Koriyonik Villus, Kordon Kani),

Post-natal (Periferik Kan, Deri Biyopsisi, Gonad Biyopsisi, Kemik
iligi) ve Hematolojik-onkolojik olgularda tani amaciyla sitogenetik
teknikler ile FISH tekniklerinin uygulanmasi ve gerekli analizlerin
yapilmasinin tiim asamalari tGzerine giiglu 19 yillik bir is deneyimi.

Asagidaki gibi rutin sitogenetik prosediirlerde etkinlik;

- Kisa ve Uzun Sireli Hiicre kiltirlerinin hepsinin hazirlanmasi (primer kiltirlerin hazirlanmasi,
gerekli durumlarda pasaj yapilmasi, hiicre tutunmalarinin ve kiiltir devaminin saglanmasi,
kaltur kontrollerinin yapilmasi).

- Harvest

- Preparasyon

- GTG ve diger bantlama teknikleri

- Pre-post natal kromozom analizleri

- Karyotipleme

- Soliisyon hazirlanmasi

- Mikroskop analizlerinin yapilmasi ve bu amacla her ¢esit goriintileme sistemlerinin kullanilmasi,

- Spesifik sitogenetik tekniklerin (FISH) uygulanmasi ve analizlerinin yapilmasi,

- Mevcut metodlarin gelistirilerek giincellenmesi,

- Ayrica, hasta sonugclarinin yorumlanarak raporlandiriimasi.

Yabanc Dil ingilizce

Bilgisayar Bilgileri Microsoft Ofis Programlari

Otomatik Gorintiileme ve Tarama Sistemleri (Cytovision)
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