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OZET

Array CGH (Karsilastirmali Genom Hibridizasyonu) tiim kromozomlardaki olasi
delesyon ve duplikasyonlar ile bu anomalilerin boyutlarinin saptanmasini saglayan
ileri bir tekniktir. Mental retardasyon bireyde sosyal ve uyumsal davraniglarin
geriligi, akademik ve konusma becerilerinde kisitlilik seklinde ortaya ¢ikan
norogelisimsel bozukluklardir. Projemizde mental retardasyon on tanisi/tanisi almis 8
adet hastaya ait DNA bankasi kullanilarak array CGH analizi ile olas1 mikrodelesyon

ve duplikasyonlarin tespit edilmesi amaglandi.

Calismamizda kullanilan 8 hastadan birinde 4p16.3 duplikasyonu saptandi ve
ilgili genlerin analizi gergeklestirildi. Bir hastada 15q11.2 mikrodelesyon sendromu
saptandi. 5 hasta normal olarak sonuglandirildi. Normal olarak sonuglandirilan iki
hastada X’e bagli mental retardasyona sebep olan ZNF41 geni aday gen olarak tespit
edildi. Normal olarak degerlendirilen bebek hastada ise 1g31.3 duplikasyonu ve
22012.3 bolgesinde duplikasyonu saptandi. Bu aberasyonlara bagli olarak heniiz
norolojik belirtiler gdzlenmedigi i¢in normal olarak sonug¢ verildi. Hastanin gelisim
donemi boyunca takip edilecegi ve duplikasyona ugrayan bdlgelerdeki genlerin

iligkili oldugu norolojik durumlar bakimindan incelenecegi belirlendi.

Bu ¢alisma ile array CGH yonteminin mental retardasyon hastalarinda ayrintili
analiz giicli sunarak ileri tan1 sagladigi ortaya konmustur. Bu dogrultuda ylksek
rezoliisyon saglamasi, hastaliktan sorumlu genlerin arastirilmasi ve aday genlerin
belirlenmesine olanak sagladigi i¢in, mental retardasyon hastalarinda ileri tani
yontemi olarak belirlenmistir. Aday genlerin etki mekanizmalarina dair ileri
caligmalar yapilmasi mental retardasyona neden olan genlerin belirlenmesi agisindan

Onem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Array CGH, Mental Retardasyon

Vi



ABSTRACT

The Role And Importance of Array CGH (Comperative Genomic
Hybridization) Technique In Mental Retardation Cases

Array CGH (Comperative Genomic Hybridization) is an advanced technique
that detect deletions and duplications on all chromosomes with their size. Mental
retardation is a neurodevelopment disorder that restrict social and adaptive behavior
and academic- speech skills. We aimed to detect possible microdeletion and
duplications by array CGH analysis using DNA bank of 8 patients with pre-
diagnosis/diagnosis of mental retardation in our project.

With this project one patient found as 4p16.3 duplication syndrome and genes
related with syndrome was performed. In one patient analysed as 15q11.2
microdeletion syndrome. Five patients were found as normal molecular karyotype.
ZNF41 gene was identified as a candidate gene in two patients, which normally
resulted in X-linked mental retardation. In the case of normal infants, duplication of
1g31.3 and 22q12.3 was detected. As a result of these aberrations, neurological
symptoms have not observed yet and the results evaluated as normal. It has been
determined that the patient will be follow-up for neurological conditions during his
developmental period.

In this study, it was revealed that array CGH method provides advanced
diagnosis by providing detailed analysis power in mental retardation patients. In this
regard, array CGH has been identified as a further diagnostic tool in patients with
mental retardation, as it provides high resolution and allows investigation of genes
responsible for disease and candidate genes. Further studies on the mechanism of
action of candidate genes are important for the identification of genes that cause
mental retardation.

Key Words: Array CGH, Mental Retardation
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1. GIRIS

Mental retardasyon (MR) bireyin giinliik yasamsal becerilerinde gerilikler ile
ortalamanin altinda kalan zihinsel fonksiyonlarmin olmasi durumlarini kapsayan
norogelisimsel bozukluklardir.

Amerikan Psikiyatri Birliginin yayimlamis oldugu DSM-5’te (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 2013) yer alan mental retardasyon tanima
gore ortalamanin altinda kalan zeka, glinliik temel davranislarin yerine getirilmesinde
aksakliklar ve bu 6zelliklerin 18 yas Oncesi saptanmis olmasi olarak belirtmistir. Bu
hastalarda bilissel, duyussal, konusma ve motor becerileri, psiko sosyal durumlar,
giinliik belirli yasamsal faaliyetlerini yerine getirme gibi belirli yonlerde eksiklik ya
da kisitlilik s6z konusudur (Helen ve ark., 2007). Bunlar ile birlikle MR, bircok
sendromu igerisinde barindiran genel bir terimdir. Bu sendromlar, tek bir genden
kaynaklanan mutasyondan, kayip veya ekstra kromozom varligindan veya
kromozomun bir bolgesinde meydana gelen hatadan kaynaklanabilir. Ornek olarak
ve FMR1 genindeki mutasyon sonucu olusan Frajil X sendromu, extra bir
kromozomun varligi sonucu olusan Down sendromu (47,XX+21/47,XY+21) ve
mikrodelesyon/duplikasyon sendromlar1 verilebilir.

Kromozom analizleri Tibbi Genetik laboratuvarlarinin ilk tani basamagini
olugturmaktadir. Fakat bu analizler 4-6 Mb'dan daha kiiciik yapisal kromozom
anomalilerini ortaya ¢ikaramamaktadir. Bu genellikle mental retardasyon tanisinda
yetersiz kaldig1 i¢in tan1 sansini artirabilmek igin 50- 70 baz cifti kadar daha kugik
kopya sayist degisimlerini belirlemek icin MLPA yontemi ya da yine bolge spesifik
problar ile tan1 sans1 veren FISH yontemi kullanilmaktadir. Fakat anomalileri teshis
etme olanagi segilen prob ile sinirli oldugu igin spesifik bolge disindaki anomalilerin
analizine olanak vermezler. Array CGH teknigi kromozom analizi ve molekiler
analizlerin yetersiz kaldigi, saptanamayacak duizeydeki mikrodelesyon ve
duplikasyonlarin tespitinde giiniimiizde en dogru taniyr verebilen yontemler
arasindadir. Bu Ozellikleri sayesinde mental retardasyonlu olgularda tani sansini
yiikselttigi icin son zamanlarda diger sitogenetik ve molekiiler yontemlerinin yerine

tercih edilmeye baslanmistir.



Tezimizin amact mental retardasyon tanisi/Ontanisi almis 8 hastada
submikroskobik anomalilerin tespitini ve bu dogrultuda sorumlu gen ve aday
genlerin belirlenmesidir. Bu baglamda mental retardasyon tanisi/Ontanist almis
hastalarda aCGH yontemi molekdiler karyotiplendirmesi yapilarak, hasta ve/veya
birinci derece akrabalarina (anne-baba) etkin genetik danigma verilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mental Retardasyon
2.1.1.Tanim

Mental retardasyon terimi yerine zihinsel engelli, biligsel engellilik terimleri de
kullanilmaktadir. 2007 yilina kadar Amerikan Mental Retardasyon Birligi olarak
adlandirilan kurulus, bu tarihten sonra adini Amerikan Zihinsel ve Gelisimsel Engelli
Birligi (AAIDD) olarak degistirerek mental retardasyon terimini agmistir. AAIDD
tanimina gore zihinsel engelli kisiler zihinsel ve uyumsal (sosyal ve bireysel
davraniglar) agidan belirgin kisitliligi olan ve bu durumun 18 yasindan &nce ortaya
¢ikmasi olarak tanimlanmistir (DSM-5, 2013).

DSM-5 kitabinda zihinsel engellilerin tanimlanmasinda U¢ kriter belirtilmistir.
Bunlar;

a- Zihinsel fonksiyonlarin (muhakeme, problem ¢6zme, planlama, soyut
diisiinme, karar verebilme, okul basarisi, yasamsal tecriibelerin 6grenimi) geri
olmasi. Bu durum hem klinik a¢idan hem de standardize olmus zeka testleri
tarafindan onaylanmalidir.

b- Bireysel bagimsizlik ve sosyal sorumluluk almada kisitliliklar, gelisimsel
geriliklerin olmasi, bir ya da birden fazla gunlik aktivitede uyumsal
davraniglarin  sosyokiiltiirel standartlarin altinda olmasi. Ornegin birgok
alanda (ev, okul, is, topluluk) iletisimde, sosyal katilimda, bireysel
davraniglarin yonetiminde kisithiliklar ya da problemler olmasi.

c- Bu zihinsel ve uyumsal geriliklerin gelisim c¢aginda baglamasi olarak

belirtilmistir.

Zihinsel fonksiyon diger bir deyisle zeka, genel olarak Ogrenme, problem
¢cOzebilme, mantikli diisiinebilmeyi igeren mental kapasiteyi belirtir. Zekayi
belirleyen testlerden biri de zeka bolumi, zeka katsayisi ya da IQ testi olarak
adlandirilan testlerdir. Genellikle cocukluk ¢agindaki bireyler icin uygulanan bu
testler kisinin hayat basarisi, egitim basarisi, mesleki yasantisida dahil olmak tizere

belirli durumlar hakkinda degerlendirme sunan 6l¢iimlerdir.



2.1.2.Smiflandirma

Amerikan Psikiyatri Birligi’nin yayimlamis oldugu Diagnostic And Statistical
Manual Of Mental Disorders kitabinin 4. basiminda (DSM-4) mental retardasyon 1Q
degerlerine gore siniflandirilmis olup, bu kitabin 5. basiminda (DSM-5) ise gunlik
yasamsal aktivitelerini kendi basina gergeklestirme giicliine gore siniflandirilmistir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) smiflandirmasina gore 1Q testinde 70’in altindaki
degerler zeka geriligini igerisine alir. Bu skorlarda hafif, orta, agir ve derin zeka
gerilikleri olmak Uzere dort bélimde incelenir. 50-69 arasi hafif derecede, 35-49 orta
derecede, 20-34 agir derecede ve 0-19 arasi ¢ok agir (derin) zeka geriligi olarak
siiflandirilmaktadir.

Tablo 1’de mental retardasyonun cesitli kaynaklar tarafindan siiflandirma
Olgekleri belirtilmistir. Amerikan Zihinsel ve Gelisimsel Engelli Birligi (AAIDD),
mental retardasyonu Dbireyin yardima gereksinim diizeylerini temel alarak
smiflandirmigtir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde engelli bireylerin destekleyici
givenlik gelirlerinden (SSI) yararlanmalari igin IQ diizeylerine gore siniflandirma
yapilmistir.

Tablo 1.Mental retardasyonun siniflandirilmasi (Mental Disorders and Disabilities

Among Low-Income Children, 2015)

Sinif Goriilme DSM-4 Kriteri = DSM-5 Kriteri AAIDD Kriteri SSI Kriteri
Yiizdesi (1Q temel (Temel davranislar (Yardima gereksinim
alinmugtir) baz alinmistir) temel alinmistir)
Hafif % 85 Yaklasik 1Q Minimum destekle Durum 1Q 60- 70
degeri 50- 69 gunluk aktivitelerini, degisikliklerinde degeri. Hafif
sosyal becerilerini aralikh destege ihtiyag =~ derecede
halledebilir. duyar. mental kisithilik
vardir.
Orta % 10 Yaklasik 1Q Akademik basari, Ginlik durumlarda 1Q 59 ya da
degeri 36- 49 sosyallesme agisindan = gerekli destege asagisi,
akranlarindan geg ihtiya¢ duyar. gegerli
Ogrenir. derecede
basarma glict
Agir % 3,5 Yaklasik 1Q Yogun bakima ihtiyag = Gunluk aktivitelerde 1Q 59 ya da
degeri 20- 35 duyar. Ogrenme yogun destege ihtiyag = asagisi,
becerileri kisithidir. duyar. gegerli
derecede
basarma glict
Cokagir % 1,5 Q<20 Gunluk aktivitelerinde = Gunllk her aktivite 1Q 59 ya da
(Derin) 7/24 bakima icin cok yogun destek | asagisi,
bagimlidir. sarttir. gecerli
derecede

basarma glict



MR, siddeti ve IQ diizeyine gore smiflandirilmanin disinda ayni zamanda
sendromik mental retardasyon (S-MR) ve non-sendromik mental retardasyon (NS-
MR) olmak iizere ikiye ayrilir. S-MR’da hastada bir ya da birden fazla klinik durum
ya da komorbiditeler vardir. NS-MR’un siniflandirilmasini iizerine halen tartismalar
stirmektedir. Fakat geleneksel olarak tanimi sadece tek bir durumun mental
retardasyonu ortaya ¢ikarmasidir.

Ulkemizde genellikle 6 yasindan kiigiik ¢ocuklar i¢in Ankara Gelisim Tarama
Envanteri kullanilmaktadir. Bununla birlikte 6 ile 16 yas arasi ¢ocuk ve ergen
bireyler i¢in Weschler Cocuklar i¢cin Zeka Testi kullanmlmaktadir (Milli Egitim
Bakanligi- Cocuk Gelisimi/Zihinsel Engelliler, 2015).
2.1.2.1. Hafif Derecede Mental Retardasyon

Bu c¢ocuklar genelde okula basladiklarinda akranlarindan geride bir seyri
oldugunda ayirt edilirler. Normal bireylere yakin olduklar i¢in ¢evreye de kolay
uyum saglarlar. Problem ¢ozme, anlama gibi akademik becerilerde gecikme soz
konusudur. Is becerisi kazanabilecek yetkinlikleri vardur.
2.1.2.2. Orta Derecede Mental Retardasyon

Zeka yaglart ortalama olarak 6 - 8,5 yaslari arasinda sabit kalmaktadir.
Cogunlukla erken gelisim donemlerinde fark edilirler. Gelisim ozellikleri normal
cocuklardan geridedir. Ogrenmeleri yavastir fakat belirli giinlik becerileri
gerceklestirebilme kapasitelerinin yaninda ¢ogunlukla destege ihtiyag duyarlar. Ozel
egitim programlariyla normal ilkokul 6gretim programlarmdan yararlanabilirler.
Akademik beceriler ve 6z bakim becerileri gelistirilebilir bireylerdir. Kismen is
becerisi kazanabilirler.
2.1.2.3. Agir Derecede Mental Retardasyon

Bu bireylerin ¢ok biiyiik bir kism1 dogumdan sonra fark edilirler. Oz bakim
becerilerinde yogun bakima ihtiyag duyarlar. Zeka geriliginin yani sira motor
problemler ve konusma-dil becerilerinde sorunlar s6z konusudur. Ogretim
teknolojilerinin artmasiyla birlikte bu problemlerin derecelerini diisiirmek miimkiin
hale gelmistir. Ozel egitim kurumlarinda egitim alabilirler.
2.2.2.4. Cok Agir Derecede Mental Retardasyon

Bu bireyler bir {ist grubun aksine 6zel egitim alamazlar. Giinliik aktivitelerini

gerceklestirebilmeleri i¢in yasam boyu bakima ve gdzetime muhtaglardir. Oz bakim



becerileri, konusma-dil becerileri yoktur. Cocukluk donemlerinde 6liim oranlar
yuksektir.
2.1.3. Ayirict Tam

Major ve Hafif Bilissel Bozukluklar: Bilissel fonksiyonlarin geriligi ile
karakterizedir. Major bilissel bozukluklar mental retardasyon ile beraber
gbzlenebilir. Ornegin Down sendromu olan bireyde Alzheimer sendromunun
meydana gelmesi ya da mental retardasyon olan bireyde basi vurmaya bagli gelisen
ileri bilissel kapasitenin kaybi seklinde olabilmektedir.

Iletisim ve Spesifik Ogrenme Bozukluklari: Bu bireylerde zeka geriligi ve
davranigsal anomali goriilmez. Direkt olarak iletisimsel sorunlar ve 6grenmeyle ilgili
problemler vardir.

Otizm Bozukluklari: Otizmli bireylerde mental retardasyon yaygindir. Bu
bireylerde yerinde mental retardasyon degerlendirilmesi zorunludur. Clnkid bu
bireylerin gelisimsel siireglerinde 1Q degerleri degiskendir.

2.1.4 Epidemiyoloji

Genel olarak tiim popilasyonlarda gorilme siklig1 yaklasik olarak % 1’dir ve bu
oran yasa gore farklilagsmaktadir. Agir mental retardasyon i¢in goriilme sikligr 1000’
de 6 olarak saptanmistir (DSM-5, 2013). Ulkemizde ise 2002 yilinda yapilan Tiirkiye
Oziirliiler Arastirmasi sonucunda zihinsel engelli bireylerin yas, cinsiyet, yerlesim
yeri ve bolgelere gore niifus oranlar1 belirtilmistir. Buna gore {iilkedeki zihinsel
engelli erkek bireylerin orant % 58 olarak, disi bireylerin orani ise % 38 olarak
hesaplanmistir. Dil ve konusma engelli olanlarin oran1 % 38 olarak, zihinsel engelli
olanlar % 48olarak saptanmistir. Konjenital olarak ortaya ¢ikan zihinsel engelli
bireylerin orant % 47,92 olarak, sonradan bir mental retardasyon olusan bireylerin
oran1 % 49,89 ve bilinmeyen nedenli ortaya ¢ikan mental retardasyonlu niifus orani
% 2,19 olarak saptanmustir (Tiirkiye Oziirliiler Aragtirmasi, 2002).

Mental retardasyon her irkta goriilebilir. Fakat toplumdaki sikligi yapilan
caligmalarin stardardizasyonuna ve yine buna bagli olarak iilkeden {iilkeye gore
degisebilmektedir. Bunun yaninda erkekler mental retardasyona disilerden daha
meyillidir. Hafif seviye mental retardasyonda erkek:disi orani 1.6:1, agir mental
retardasyonda erkek:disi oran1 1.2:1 seklindedir. Yine de cinsiyet oranlari rapor

edilen galigsmalara gore farklilik gosterebilmektedir (DSM-5, 2013).



Mental retarde bireyler arasinda en ¢ok bireyin yer aldigi grup hafif dereceli
zeka geriligi grubudur. Dagilim cevresel, kiiltiirel ve yas gruplarina gére degisimler
icermektedir. Gebelikte annenin iyi beslenmesi, dogumdan sonra uygun besinleri
almasi ve olumlu cevresel etkilesimleri almasi bireyin zekasmin gelismesinde yeri
olan 6nemli kriterlerdir. Zekanin %751 ilk 4 yil igerisinde gelismektedir. Zeka
gelisiminin hizli oldugu doénemlerde olumsuz cevre etkilerine maruz kalinmas: zeka
boliimiinii diistirmektedir.

2.1.5 Etiyoloji

DSM-5’e gore mental retardasyon noérogelisimsel bozukluklarin igerisinde
alinmigtir. Zeka geriligi olan bireylerin yaklasik %35’inde genetik bir neden
gosterilir. %10’undan daha azinda bilinmeyen orijinli bir malformasyon sendromu
tamimlanabilir. Prenatal, perinatal ve postnatal etmenler icerinde yer alan enfeksiyon,
travma, toksinler, dogum sorunlari gibi etmenler vakalarin yaklagik 1/3’{iniin
nedenini agiklayabilmektedir (American Association on Intellectual Developmental
Disabilities, 2010). Dolayisiyla MR etiyolojisinde simiflandirmalarda yiizdelik
dilimler ¢aligmalara gore degiskenlik gdstermekle birlikte en genis grubu bilinmeyen
sebepler olusturur.

Okan ve ark. (2005), mental retardasyonda etiyolojik nedenleri ¢ grupta
incelenmistir. Bunlar prenatal, perinatal ve postnatal olarak iizere ayrilmaktadir.
2.1.5.1. Prenatal Nedenler

Genetik sebepler, anne-fetus enfeksiyonlari, gelisimsel serebral anomaliler,
radyasyon, hipotiroidi, anneye ait nedenler ve diger nedenler olmak {izere
ayrilmaktadir.

Genetik sebepler dort grupta ele alinmustir.

» Metabolizma Hastaliklar: Kalitsal aminoasit metabolizma bozukluklar
(Fenilketonari), organik asidemiler, lizozomal depolanma hastaliklari,
peroksizomal hastaliklar, mitokondrial hastaliklar, mukopolisakkaritler

» Norokutan Hastaliklar: Norofibromatozis, tuberosklerozis

» Kromozomal Hastaliklar: Frajil X Sendromi, Trizomi, Klinefelter Sendromu

Anne- fetus enfeksiyonlari: Virlslerin sebep oldugu intrauterin enfeksiyonlar
(TORCH), enfeksiyoz hepatit

Radyasyon: Radyoaktif 1ginlar



Anneye ait nedenler: Maternal fenilketoniiri, iyot eksikligi, diyabet, riboflavin
gibi vitamin eksiklikleri, ilaclar, alkol, madde bagimlilig:

Diger sebepler: Prematiire dogum, toksemi, beslenme bozuklugu, nikotin ve civa
alimi
2.1.5.2. Perinatal Nedenler

Dogum travmasi, metabolik bozukluklar (hipoglisemi gibi), enfeksiyonlar
(menenjit vs.), intraventrikiler kanama, coklu konjenital deformiteler, neonatal
konvulsiyonlar seklindeki nedenlerdir.
2.1.5.3. Postnatal Nedenler

Enflamatuar hastaliklar ve enfeksiyonlar, kafa travmalari, intoksikasyonlar,
cevresel nedenler, dogumsal metabolizma hastaliklari, organel hastaliklar:
(mitokondri, lizozom), merkezi sinir sistemi tutulumu ile seyreden néromdiskiler
hastaliklar olarak ele alinirlar.

Mental retardasyona neden olan kromozomal anomaliler en genis goriilme
sikligina neden olan durumdur (Rauch ve ark.,2006). Bu durumla ilgili FISH, PCR
tabanli molekiiler yontemler ve mikroarray teknikleri sayesinde pek cok farkl
anomali saptanmistir.

Patojenik kopya sayisi varyantlariin da mental retardasyon ile iligkili oldugu
birgok c¢alismada gosterilmistir. Devam eden bircok arastirma ile mental
retardasyona neden olan birgok gen de kesfedilmeye agiktir (Ropers ve Hamel 2005,
Zahir ve Friedman 2007).

2.2. Mental Retardasyona Yol A¢can Genetik Sebepler

Winnepenninckx ve ark. (2003) mental retardasyona neden olan genetik

sebepleri dort ana baglik icerisinde incelemistir.

a. Kromozom Anomalileri
b. Monogenik Sebepler
c. Poligenik Sebepler

d. Mitokondrial bozukluklar



2.2.1. Kromozomal Anomaliler

Kromozomal anomaliler mental retardasyona neden olan en genis gruptur.
Bununla birlikte mental retardasyon blylk bir heterojeniteye sahiptir ve etiyolojik
tan1 bir¢ok vakada eksiklik gostermektedir (Lugtenberg ve ark., 2007, Mefford ve
ark., 2012).
2.2.1.1. Sayisal Kromozom Anomalileri

Normal bir insana ait vicut hicrelerinde diploid sekilde 46 kromozom bulunur.
Normal kromozom setinden fazla sayida kromozomlarin bulunmasi poliploidi olarak
adlandirilir. Kayip kromozomlarin meydana getirdigi durum ise monozomi olarak
adlandirilir. Canli dogum olarak bildirilen poliploidiler Trizomi 13 (Patau
Sendromu), Trizomi 18 (Edward Sendromu) ve Trizomi 21 (Down Sendromu)
seklindedir. Monozomi durumuna ise Turner Sendromu ornek verilebilir. Disi
bireylerde goriilen bu durumda X kromozomlarindan biri yoktur. Zeka olarak normal
bireylerdir.

Sayisal cinsiyet kromozom anomalileri sayisal otozomal kromozom
anomalilerinden daha sik goriilmektedirler, fakat her zaman mental retardasyon ile
iligkilendirilmesi beklenmemektedir. Ancak, X kromozomu sayist ikiyi gectigi
durumlarda (6rnegin, XXX) hastalarda daima mental retardasyon gorulmektedir
(Winnepenninckx ve ark., 2003).
2.2.1.2. Yapisal Kromozom Anomalileri

Kromozom yapisinda bir¢ok farkli sekilde anomaliler meydana gelebilir. Bunlar
kromozomun bir bdlgesinin kaybi, artis1 ya da kromozomlar arasi par¢a degis-tokusu
seklinde meydana gelebilmektedir. Bu anomalilerin bir kismi mikroskopta teshis
edilebildigi gibi bir kismi ise submikroskobik boyutta olabilmektedir.
2.2.1.2.1. Delesyonlar

Kromozom yapisindaki bir par¢anin kopmasi ya da kaybolmasi durumudur.
2.2.1.2.2. Duplikasyonlar

Kromozom yapisindaki bir bolgenin iki katina ¢ikmasidir. O bdlgedeki genetik
materyal iki kat1 geklinde artig gdstermektedir.

5-15 Mb biiyiikliigiindeki delesyon ve duplikasyonlar mikroskop altinda
saptanabilmektedir. Fakat 5-15 Mb’dan daha kii¢iik kromozomal artis ya da kayiplar

icin mikroskobi yontemi yetersiz kalmaktadir.



2.2.1.2.3. Translokasyonlar

Bir kromozom pargasinin kopup baska bir kromozoma eklenmesidir. Resiprokal
translokasyon ve robertsonian translokasyon olmak tizere iki tipi vardir. Resiprokal
translokasyon; non-homolog kromozomlar arasindaki par¢a degisimidir.
Robertsonian translokasyon; her iki kromozom sentromere yakin kopmussa, sentrik
birlesme ile yeni bir kromozomun meydana gelmesidir. Bu tip sentrik fiizyon tipi
olarak da adlandirmaktadir. Iki farkli akrosentrik kromozomun uzun kollar1 kopar ve
sentromerden birlesir. Bunun sonucu olarak, karyotipte 45 kromozom gorulur.
Geriye kalan kisa kollar da birbiriyle birlesebilir ya da genellikle kaybolur. Bu parga
kaybindan dolayr gen sayisinda azalma olur ve genellikle diisiik ya da sakatlikla
sonuclanir. 13, 14, 15, 20, 21 ve 22. akrosentrik kromozomlarinda meydana gelir.
Diger kromozomlarda da meydana gelebilir fakat fetiiste belirgin bir anomali
seklinde gozlenmez. Ozellikle 13. ve 14. kromozomlarinin birbirleriyle olan
translokasyon her 1300 kiside bir goriiliir. En sik goriilen robertsonian translokasyon
tiplerinden biri de 21. kromozomdan kopan bir parganin 14. kromozoma
yapismasiyla meydana gelen down sendromudur.
(http://www.genetiks.com.tr/dnabook-tr/kromozomal hastaliklar/yapisal-kromozom-
anomalileri/ Erisim Tarihi: 09.10.2016)
2.2.1.2.4. Mikrodelesyonlar

Geleneksel sitogenetik yontemlerle gdzlemlenemeyen kromozom anomalileridir.

Interstitial Delesyonlar: Kromozom (zerinde iki farkli noktada meydana gelen
delesyonlardir. Ornegin, 7q11.23 segmentinde 20’den fazla genin silinmesiyle ortaya
citkan Williams Sendromunda bireyde mental retardasyon, kardiyovaskiiler
problemler ve yiizde malformasyonlar seklinde klinik goésteren norolojik bir
bozukluktur (Marten ve ark., 2008).

Terminal Delesyonlar (Subtelomerik delesyon): Kromozom tzerindeki tek
noktadan kirilmasi ya da kopmasi durumudur. Kirilma ya da kopma ugtan meydana
gelir. Telomerlerde meydana gelen kromozomal dizenlenmeler idiopatik (Flint ve
ark., 1995) ve ailesel mental retardasyona (HolinskiFeder ve ark., 2000) neden

olmaktadir.
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Onceki yapilan galigmalarda idiopatik mental retardasyon vakalarinin %S5-
10’unda subtelomerik delesyonlarin tanimlandigi belirtilmektedir (Knight ve ark.,
1999).

Delesyonun meydana getirecegi durumlar delesyonun biiylikliigline gore
degisiklik gostermektedir. Gen bolgesi igeren kiiciik delesyonlar intragenik delesyon
olarak adlandirilir ve o gen bolgesinde inaktivasyona sebep olur (An Introduction to
Genetic Analysis, 2000). 17921.31 bolgesindeki 440.680 kb’lik intragenik KANSL1
delesyonu Koolen-de Vries sendromu olarak bilinen nadir bir genetik durumla
iligkilendirilmistir. Bu sendrom kardiak ve bobrekte bozukluklar, yiizde anomali,
mental retardasyon ve gelisme geriligi ile karakterizedir (Ciaccio ve ark., 2016). Iki
ve daha fazla genin kaybimi igeren delesyonlar ise multigenik delesyon olarak
adlandirilirlar. Bu durum daha siddetli sonuglar1 dogurmaktadar.

Kromozom anomalilerinin meydana gelme sebeplerinden biri incelenecek olursa en
temel sebep hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen problemlerdir. Kromozom
anomalileri genellikle hiicre bdélunmesinde meydana gelen hatalar nedeniyle
meydana gelmektedir. Hiicre boliinmesi viicut hiicrelerinde mitoz bdliinme, esey
hiicrelerinde mayoz bolinme olarak gergeklesir. Mitoz boliinme sonucunda ana
hicre bolinerek iki hiicre meydana getirir. Kromozom sayist korunur. Mayoz
boliinme sonucunda kromozom sayist yariya iner ve 23 adet olur. Bu durum tireme
organlarinda meydana gelir ve sonucunda diside yumurta, erkekte ise sperm olusur.
Bu iki farkli boliinme sonunda dogru kromozom sayisi ile islemin bitmesi gerekir.
Eger hiicre boliinmesinde hata gerceklesirse kromozomlarda fazla sayida kopya ya
da kayip ile sonuglanabilir. Kromozomlar duplike olurken bu hatalar meydana
gelebilir. Anne yasi ve g¢evresel etkenler bu hatalarin meydana gelmesinde risk
arttirict  faktor olabilmektedir. Anne yasi ilerledikce dogacak cocukta anomali
meydana gelme riski daha yiksektir. Cilinkii disilerde 1.mayoz bdliinme fetal
yasamin yaklasik 3. ayinda gerceklesir. Primordial germ hiicrelerinden oogonyalar
olusur. 3. ayda oogonyalar primer oosite doniisiirler ve bu oositler birey olgunluga
erisinceye kadar profaz evresinde kalirlar. Bu oositler ilerleyen yaslarda anne olmak
isteyen bireylerde mayoz sirasinda homolog kromozomlarin ayrilmama (non-
disjunction) riskinin daha fazla olmasindan dolayr anomalilere sebep olabilir.

Erkekler yasam boyunca sperm iirettikleri i¢in yasa bagli olarak anomali riski
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dogurmaz. Bunlara ek olarak ¢ok cesitli cevresel faktorlerde anomalilere neden
olabilmektedir (An Introduction to Genetic Analysis, 2000).
2.2.2.Monogenik Sebepler

Tek bir gendeki mutasyon kromozomun fonksiyonunu bozabilir ve mental
retardasyona sebep olabilir (Winnepenninckx ve ark., 2003).

Monogenik sebepler genellikle gen drinundeki ciddi fonksiyon kaybi ile
iliskilidir (Raymond ve ark., 2010). Monogenik sebepler otozomal dominant MR,
otozomal resesif MR ve X’e bagli MR olarak 3 grupta incelenmistir.
2.2.2.1. Otozomal Dominant Mental Retardasyon

Mental retarde bireyler nadiren c¢ocuk dunyaya getirdiklerinden otozomal
dominant MR daha nadir goérulir. Bununla birlikte, otozomal dominant kalitilan
Rubinstein-Taybi Sendromu gibi yeni mutasyonlar sonucu da meydana
gelebilmektedir (Petrij ve ark.,1995). Norofibromatosiz tipl (17.kromozomdaki
mutasyon) ve Noonan sendromlari otozomal dominant monogenik bozukluklara
ornek verilebilir.
2.2.2.2. Otozomal Resesif Mental Retardasyon

Otozomal resesif gegis genellikle metabolik hastaliklarda goriilmektedir.
Enzimlerin eksikligi islenmemis substratlarin hiicre i¢i birikimine, irlin azligina,
hlcresel enerjinin tiiketilmesine ya da asirt miktarda metabolit salinmasina yol
acarak bu tiir hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir. Fenilketonuri, fenilalanin
hidroksilaz eksikliginden kaynaklanan dogumsal metabolizma kusurlart olup
otozomal resesif mental retardasyonun en sik goriilen nedenleri i¢ersinde yer alirlar.
(Winnepenninckx ve ark., 2003).
2.2.2.3. X’e Bagh Mental Retardasyon

X kromozomu 155 Mb uzunlugundadir ve haploid insan genomunun yaklasik
%35’ini kapsar (Ross ve ark, 2005). Disiler iki X kromozomu tasirlar. Bir X
kromozomunun herhangi bir bélgesinde meydana gelen degisiklik, diger X
kromozomunun ayni1 bdlgesinde normal diziye karsilik geldiginde normal biiylime
gelisimi destekler. Bu durumda disiler hasta olmayip, tastyicidirlar. Erkekler ise bir
X kromozomuna bir Y koromozomuna sahiptirler. Dolayisiyla X kromozomu
tizerinde meydana gelen degisikligi normal olarak destekleyebilecek bir X

kromozomu daha olmadig i¢in erkekler hasta durumdadir. Bu durum X’e bagh
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resesif hastaliklarin temelini olusturmaktadir. X’e bagli mental retardasyonun en sik
goriilen nedeni 5’UTR bolgesindeki FMR1 geninin triniikleotit tekrarlaridir. Bu
durum Frajil X sendromuna neden olur.

OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) verileri baz alinarak ortaya ¢ikan sonuca
goOre; mental retardasyon ile iliskili 2333 gen bildirilmistir. Piton ve ark. (2013) Sekil
1’de, OMIM’de rapor edilmis 106 tane X’e bagli MR’a neden olan genlerin

siniflandirmasin1 yapmislardir.
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Sekil 1. OMIM'de X'e bagli MR sebebi olarak rapor edilen genlerin siniflandirilmasi (Piton
ve ark., 2013)

Piton ve ark. (2013), siniflandirma igerisinde yer alan bu genleri; sol tarafta X’e
bagli MR nedeni genler ve sag tarafta iliskili gosterilen ve tekrar sorgulanmasi

gereken genler olarak ayirmiglardir.
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2.2.3. Poligenik Mental Retardasyon

Birden fazla genin etkilesimi ile meydana gelir. Williams Sendromu, Cornelia de
Lange Sendromu poligenik mutasyonlar sonucu meydana gelen nadir genetik
hastaliklardandir. Williams Sendromu 25.000 dogumda bir goriilen nadir genetik
hastaliklardandir. 7. kromozom iizerindeki ardi ardina gelen 20’den fazla genin
delesyonundan kaynaklanir. Bu bireylerin 1Q degerleri genelde 55 araliginda olup
orta seviyededir bununla birlikte 40-90 araliginda genis bir skalaya da sahiptir
(Handbook of Developmental Psychiatry, 2011, Korenberg ve ark., 2000).
2.2.4. Mitokondrial Mental Retardasyon

Otozomal ya da cinsiyet kromozomlar1 tizerindeki bozukluklara ek olarak
mitokondrial genlerdeki hasarlar da mental retardasyona neden olabilmektedir. Bu
tlr soyagaclarina maternal kalitim sonucu rastlanmaktadir (Winnepenninckx ve ark.,
2003). Cinku mitokondrial DNA maternal kalitilir, bunun nedeni ise déllenme
sirasinda spermin mitokondri bulunduran boyun kisminin yumurta ile birlesen kisma
dahil olmamasindandir. Kearns-Sayre Sendromu mitokondrial MR’a 6rnektir.
2.3. Mental Retardasyon Tanmisindaki Kriterler
2.3.1. Hasta Oykiisiinde Degerlendirilmesi Gereken Durumlar

Hastanin oykiisii ve miimkiinse ii¢ jenerasyona kadar aile agaci ¢ikarilmalidir.
Akrabalik iliskileri, MR ge¢misleri, etkilenen disiler ve erkekler, dliimler ve diislikler
kayit edilmelidir. Bebegin prenatal doneminde annede eger varsa diyabet,
hipertansiyon, kullanilan ilaglar sorulmalidir. Ayrica yine varsa plasental doppler,
fetal malformasyonlar, intrauterin enfeksiyonu, fetal ultrasonografisi, fetal hareket
durumu kayit edilmelidir. Dogum ayrintilari; boy, kilo, dogum sekli, bas cevresi
ogrenilmelidir. Hastanin gelisimsel durumu gelisme gerilikleri, otistik hareketler vb.
durumlar1 alinmalidir. Bunlarin yaninda beslenme durumlari, nébetler, uyku
bozukluklari, hiperaktivite, davranigsal problemler, tekrarlayan hareketler, gérme ve
duyma bozukluklar: varsa kaydedilmelidir.
2.3.2. Klinik Degerlendirme

Puri ve ark. (2016), mental retardasyon vakalarinin klinik aninda oncelikli
diisiiniilmesi ve degerlendirilmesi gereken durumlari su sekilde belirtmistir.

e Primordial Kisalik Durumu: Cornelia de Lange sendromu, Rubinstein

Taybii sendromu
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e Mikrosefali: Down sendromu, kromozomal bozukluklar (sayisal ve
yapisal), mikrodelesyon sendromlari, monogenik bozukluklar

e Makrosefali: Mukopolisakkarodozis, Sotos sendromu, Alexander
hastalig1

e Yizdeki malformasyonlar: Mukopolisakkarodozis, Mukolipidozis

e Norokutandz belirtecler ve pigmentasyon anomalileri

e Birlesik parmaklar: Mental retardation, X-linked hidrosefali

e Genital anomaliler: Smith Lemli Opitz syndrome, Fragile X

e G0z bozukluklari

e Tiylenme anomalileri

Yukarida belirtilen fiziki muayene disinda davranigsal anomalilerde dikkatle
sorgunlanmali ve incelenmelidir. Hiperaktivite, uyku bozukluklari, kendine zarar
verme, stereotipik davranislar bakimindan fenotipik detayli muayene yapilmalidir
(Poplawski, 2003).

Belirtilen durumlar temelde vakadan vakaya gore degismektedir. Ornegin
yizdeki malformasyonlarin sebebi ¢ok sayida sendromun neden oldugu
anomalilerden  kaynaklanabilir. Dismorfizmleri saptamaya yonelik detayl
muayenenin taniya gii¢lii katkilar1 vardir.

Klinik incelemede dikkatle degerlendirilmesi gereken durumlar genel itibariyle
norolojik durumu (spastisite, hipotoni vb. refleksler, normal olmayan hareketler),
fizik muayenesi ve gelisimsel siirecteki davranis fenotiplerinin incelenmesidir.

2.4. Mental Retardasyonlu Olgularin Tanisindaki Tetkikler
2.4.1. Norolojik Gortntuleme

Norolojik goriintilleme teknikleri bulgularin varligmma gore tani olasiligini
yukseltmektedir. Gorsel uyarilmis potansiyeller (VEP), elektroensefalogram (EEG),
manyetik rezonans gorintuleme (MRI), ve manyetik rezonans spektroskopisi (MRS)
tetkikleri klinik a¢idan degerlendirilmeye alinmasi gereken tetkiklerdendir. (Puri ve
ark., 2016). Bununla birlikte bazi sendromlarin belirlenmesinde laboratuvar
tekniklerinin verdigi sonucu desteklemesi halinde dogrudan taniyr gii¢lii kilar.
Ornegin manyetik rezonans goriintileme sonucunda gozlenen serebellar vermis

hipoplazisi ve molar dis isareti Joubert Sendromu ile iliskilendirilmektedir.
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Bouhadiba ve ark. (2000), MRI sonuglarinin mental retardasyon vakalarin
%49’daki yapisal malformasyonlari teshis ettigini bildirmistir. Manyetik rezonans
spektroskopisi beynin yapisi, olgunlugu ve bir¢ok bozuklugun teshis edebilen bir
tekniktir. Kreatin eksikligi sendromu ya da canavan sendromunu teshis etmede temel
role sahiptir (Martin ve ark., 2005, Verbruggen ve ark., 2009). Bu nedenle tzellikle
MRI ve diger norolojik goriintiileme teknikleri tan1 i¢in biiyiik nem tagimaktadir.
2.4.2. Kromozom Analizi

Kromozomlarinin sayisal ve yapisal olarak incelenmesi ile genetik tayin
yapilmasina karyotip analizi denilmektedir. Kelime anlamu itibariyle hiicre genetigi
anlamina gelen sitogenetik bilimi, laboratuvar tani asamasmin ilk basamagini
olusturmaktadir. Bilinen kromozomal sendromlarin kesin tanisi, mental retardasyon
ve/veya dismorfik Ozelliklerle birlikte olan monogenik anomaliler, gelisim
anomalileri gibi baslica siipheli durumlarda ilk sitogenetik yOntemlere
bagvurulmaktadir. Klasik bantlama yontemleri olarak adlandirlan konvensiyonel
sitogenetik ile bireye ait kromozomlar taranmakta ve Kkaryotip analizi
cikarilmaktadir.

Rutin bantlama 500 bant diizeyinde yapilir. Hiicre kiiltiirli, harvest, lam iizerine
yayma, boyama ve bantlama islem siralariyla uygun metafaz durumlarma gore
analizleri yapilir ve karyotiplendirilir. G bantlama en ¢ok kullanilan yontemdir fakat
bununla birlikte, C bantlama, R bantlama ve NOR bantlama yontemleri de
kullanilmaktadir.

Klasik sitogenetik yontemlerle 4-6 megabaz (Mb) biiyiikliigiindeki yapisal
kromozom anomalileri, genetik materyaldeki kayip veya artislar saptanabilmektedir
ve mikroskobik gozlenebilen durumlardir. Fakat 4 Mb’dan daha kiigiik degerler icin
hassas degildir.

Konvensiyonel karyotip analizleri ile mental retardasyon ve gelisim geriligi olan
bireyleri saptama oran1 %3-15 arasindadir (Van Karnebeek ve ark., 2009, Ciccone ve
ark., 2005, Rauch ve ark., 2006).
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2.4.3. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

FISH (Floresans in situ Hibridizasyon) teknigi gunimizde klasik sitogenetik
yontemlere gore daha iyi ¢oziiniirlilk saglayan bir tan1 yontemi haline gelmistir.
Ozellikle mikrodelesyon siiphesi tasiyan mental retardasyon olgularinda standart
karyotip analizi normal sonu¢ verdiginde FISH teknigi, sitogenetik laboratuvarinda
ikinci tani asamasini olusturmaktadir. Bu yontem ile bolge spesifik problar
kullanilarak siiphelenilen mikrodelesyon sendromlar1 arastirilmaktadir. Floresan
isaretli problar hedef DNA bélgesi ile hibridize olmaktadir. Ornegin DiGeorge FISH
(22q11.2 delesyon sendromu teshisine yonelik FISH probu). Buna ek olarak yapisal
kromozomal anomalilerin ¢ogunlugu telomerleri igermektedir ve bu telomerlerdeki
delesyonlar konvensiyonel karyotipleme ile gorintilenebilmektedir. Fakat cesitli
subtelomerik  bolgelerdeki  mikrodelesyonlar  bu  karyotip  analizlerinde
g0zlenememektedir. Bunun icin de subtelomerik FISH problari kullanilmaktadir.

FISH analizi spesifik genomik bolgelerin varligini ortaya ¢ikardigindan genom
boyu tanmi sansi vermemektedir. FISH subtelomerik delesyon ve duplikasyonlarin
sebep oldugu nedeni bilinmeyen mental retardasyon vakalarinin %2,5- 5’ini teshis
edebilmektedir (Ballif ve ark., 2007, Ravnan ve ark., 2007).

2.4.4. Tek Gen Analizleri

FMR1 mutasyon analizi ve MECP2 sekanslamasi ile sirastyla belirtilen Frajil X
sendromu ve Rett sendromu tanilar1 spesifik tek gen analizleri ger¢eklestirilir.
2.4.5. Metabolik Testler

Kan ve idrar ile aminoasit ve organik asit dizeylerinin incelenmesidir. Tanisal
degeri c¢ok diisiik olan testlerdir. Bu testler hasta Oykiisi ve muayenesi ile
bagdastirilmalidir.

2.4.6. Multipleks Ligasyon Bagimh Prob Amplifikasyonu (MLPA)

FISH ile tespiti mumkin olmayan 50- 70 niikleotitlik kiiciik kopya sayisi
degisimlerini tespit ederek tani sansini artiran multipleks PCR yontemidir. Fakat
FISH teknigi gibi tim kromozomlar1 hedefleyen bir yontem degildir. Spesifik
problart ile belirli bolgeleri caligmaya yonelik bir tekniktir. Mikroarray teknigine

gore avantaji daha ucuz ve daha az emek gerektiren bir yontem olmasidir.
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2.4.7. Array CGH (Karsilastirmali Genom Hibridizasyonu

Karsilagtirmali genom hibridizasyonu, kopya say1 varyantlarinin tespiti ile bunun
boyutlarin1 ve kayip-artis bolgelerindeki hastalikla iliskili olabilecek genleri
saptamaya yonelik ileri analiz yontemidir. Redonve ark. (2006), kopya sayi
varyantlarini, referans genom ile karsilagtirma yaparak, 1 kb ve 1 kb’dan daha biyuk
olan DNA pargalar1 olarak tanimlamistir. Referans DNA ile hasta DNA’s1 arasindaki
yuzlerce niikleotit farkliliklar1 saptayan, varsa mikrodelesyon ve duplikasyonlari
ortaya ¢ikaran bir tekniktir. Array CGH yontemi mental retarde hastalarin %14-
20’sini teshis etmektedir (Cappuccio ve ark., 2016).

Geleneksel sitogenetik ile gozlemlenemeyen submikroskobik aberasyonlari
tespit etme agisindan yiiksek rezoliisyon saglayan bir tekniktir. FISH problar1 bolge
spesifik olduklar1 i¢in tiim kromozomlardaki aberasyonlarin incelenmesi agisindan
uygun bir teknik degildir. Keza MLPA yontemi de bdlge spesifik bir tekniktir ve her
kromozomun incelenmesine olanak saglamadigi i¢in bu baglamda uygun degildir.
Array CGH, FISH ve MLPA yontemlerine gére daha pahali bir yontem olmasina
karsin mental retarde bireylerdeki mikrodelesyon, duplikasyon ve amplikasyonlari
gostererek, ylksek bir ¢ozlndrlikte saptayabildigi i¢in diger yontemlere gore tani
sans1 ¢ok daha yiiksek olan ileri bir tekniktir. Bununla birlikte dengeli kromozomal
anomaliler igerisindeki inversiyonlari, poliploidi, diisiik seviye mozaizmlerini ve
resiprokal translokasyonlar tespit edememektedir.

2.4.8. Yeni Nesil Sekanslama

Yeni nesil sekanslama tiim genomu dizileme Ozelligi sunar. Mikroarrayde
belirlenemeyen baz degisiklikleri bu yontemle belirlenmektedir. Hastaliklara neden
olan genlerin tespitini en st diizeyde gergeklestirir. Nokta mutasyonlarini saptadigi
i¢in hastaliklarin temelini saptamay1 daha nitelikli kilan giiniimiizde en ileri teknikler
arasindadir.

2.5. Mikroarray Tipleri
2.5.1. CHG Array ve CGH+SNP Array

Karsilagtirmali genom hibridizasyonu arrayleri kopya sayr degisiklikleri,
heterozigosite kaybi, nétral aberasyonlar seklindeki genomdaki farkliliklari saptar.
Delesyon ve duplikasyonlari belirleyerek, o bolgedeki gen kayiplar1 ya da artislarinin

hangi anomalilere sebep olacagini, mental retardasyon gibi gen aberasyonlarinin
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neden oldugu hastaliklarda spesifik bozukluklara ya da malformasyonlara neden olan
genleri ortaya ¢ikarmasi agisindan kullanilir. Diger bir deyisle etiyolojisi bilinen ya
da bilinmeyen durumlar1 saptamak i¢in lokustan lokusa 1 kb’a kadar ayrintili kopya
say1 varyantlarii ortaya ¢ikarmak i¢in tasarlanan mikroarray tipidir.

SNP (tek nukleotit polimorfizmi) arrayleri 6zellikle populasyonda genetik
varyasyonlar1 belirlemek agisindan 6zellestirilmis genotip arastirma platformlaridir.
Genellikle adli tip, hastaliklara genetik yatkinligin bulunmasinda ya da DNA temelli
ilag ¢alismalarinda kullanilirlar (Pinkel ve Albertson, 2005, Ravel ve ark., 2007).

CGH ve SNP array kombinasyonu daha yiiksek rezoliisyon saglamasi amaciyla
kullanilmaktadir. Array CGH ve SNP arrayin birlikte kullanimi ile 270 farkli etnik
kdkenden (Avrupa, Afrika ve Asya) insan Uzerinde haplotip haritalama projesi
gerceklestirilmistir (HapMap). Belli bir kromozomda yer alan ve birbirini izleyen
allel dizileri haplotip olarak adlandirilmaktadir. Tek bir kromozomdaki birbirine
yakin SNP'lerin alelleri arasinda iliski oldugu kabul edilir.

Bu arastirma ile insan genomuna ait 1,447 submikroskobik degisken kopya
bolgesi oldugu gosterilmistir (Redon ve ark., 2006). Bu sayr genomun %12’sini
kapsamaktadir ve yuzlerce genin delesyon, duplikasyon, insersiyon ve kompleks
multi bblge varyantlarimi igermektedir (Thomy ve ark., 2007). insan genomu yapisal
varyantlar1 ~ katalogunun  kiiratorligiinde  Genomik  Varyantlar  Veritabani
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) kurulmustur. Genomik yapisal varyantlarin
incelenmesine olanak sunar. Bu baglamda SNP-CGH arraylerinde analiz agisindan
onem arz eder.

2.5.2. Kromotin immiinoresipitasyon Array (ChIp to ChIP Array)

Gen ekspresyonlar1 incelenir. Ozellikle insan disindaki model organizmalar ve
canlilarla ilgili ekspresyon c¢aligmalari amaciyla kullanilir. Transkripsiyon
faktorlerinin baglanma bdlgelerinin arastirilmasinda kullanilir (Horak ve Snyder,
2002; lyer ve ark., 2001)

2.5.3. DNA Metilasyon Arrayi

Gene 6zgu metilasyon analizi ile genom boyu incelemeyi saglayan array tipidir.
2.5.4. Gen Ekpresyon Arrayi

Genom boyu incelenen binlerce genin ekspresyon dizeylerini incelemede

Ozellestirilmis array tipidir.
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2.5.5. miRNA Array

Apoptozis, hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagsmasi ve metabolizma yolaklarinda
gorev alan miRNA’larin ekpresyon c¢aligmalarin1 igerir. Genellikle kanser
calismalarinda kullanilir.
2.6. Mental Retardasyonlu Olgularin Tanisinda Kullanilan ACGH Teknigi
2.6.1. Array CGH’in Kullamim Alanlari

Thomy ve ark. (2007), array CGH’in kullanim alanlarim1 klinik ve arastirma
alanlar olarak iki ayr1 grupta ele almistir.
2.6.1.1. Klinik Kullanim Alanlar
2.6.1.1.1. Mental Retardasyon ve Dismorfizm

Klinik siiphe tasiyan MR vakalarinda standart sitogenetik normal sonug
verdiginde daha ayritili analiz giicii ve tan1 saglayan array CGH kullanilmaktadir.
Ayn1 zamanda dismorfik bireylerde bu anomalilere sebep olan bolgelerin
arastirlmasinda tercih edilmektedir.
2.6.1.1.2. Translokasyonlar

Array CGH ile sadece dengesiz kromozom anomalileri saptanabilir.
Translokasyon kirilma noktalarindaki dozaj duyarli genlerin ayrilmasi hastalarda
mental retardasyon ya da dismorfik Ozelliklerin ortaya ¢ikmasi ile
stiphelendirilmistir. Array CGH ve sekans analizleri ile mental retarde hastalarda ve
normal  goriinimlii  dengeli  translokasyon tasiyicilarinda  insersiyon  ve
duplikasyonlarin yaninda ayrica translokasyon boélgelerindeki ayrilmis genlerinde
analizleri gergeklestirilmistir (Baptista ve ark., 2008).
2.6.1.1.3. Prenatal Cahismalar

Koryonik villus biyopsisi ya da amniyon sivist ile aCGH caligmalar1 yapilarak
prenatal tanida kullanilabilirler.
2.6.1.1.4. Kanser Arastirmalari

Genomdaki bazi genetik alterasyon ve diizenlemeler kansere neden olabilir.
aCGH ile kansere neden olan aberasyonlar belirlenir. Kanser siniflandirmasi,
ilerlemesi ve neden olan genler ile ilgili bilgileri verir (Bejjani ve Shaffer, 2006).
2.6.2. Arastirmada Kullanim Alanlari

Gen identifikasyonu ve genotip- fenotip korelasyon arastirmalarinda tercih

edilmektedir.  Molekiler karyotipleme analizi  sayesinde  submikroskobik
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kromozomal dengesizliklerin belirlenmesini saglar. Ayrica gen identifikasyonu
olanak verdigi i¢in ayrintili tan1 giiciine sahiptir. Van Buggenhout ve ark. (2005),
FISH analizleri ve bu analizleri destekleyen array CGH yontemi ile calisilan 4
hastada 2q32.2q33 sendromu saptamislardir. Sonrasinda bu vakalarin hepsinin
minimal delesyonlar igerdigi ve bu delesyonlarin dort hastanin fenotipini ayni sekilde
etkiledigi tespit etmislerdir. Fenotipteki etkinin sebebi olarak, delesyon bolgesi
icerisinde yer alan SATB2 geninden kaynaklandigi ileri stirmiislerdir.

2.6.3. Array CGH Teknigi

Kromozomlarda meydana gelen delesyon, duplikasyon, insersiyon ve
translokasyonlar bircok anomaliye sebep olmaktadir. Bu anomalilerin teshisi igin
bir¢ok yontem gelistirilmistir.

FISH tekniginden tiim kromozomlar1 goriintileme amaciyla gelistirilen
karsilagtirmali genomik hibridizasyon teknigi ile baslarda timor genomundaki DNA
kopya sayisinin incelenmesi i¢in amaglanmugtir. (Speicher ve Carter, 2005, Bishop,
2010). Ardindan arastirmacilar, karsilastirmali genomik hibridizasyon prensibini
mikroarraylerin kullanimi ile birlestirmislerdir (Schena ve ark., 1995). Kromozomal
aberasyonlarin her bir kromozomda ayr1 ayr1 incelenebilmesini saglayan array CGH
yontemi  gelistirilmistir. Bu yOntem ile molekuler boyutta karyotipleme
yapilabilmektedir. Konvensiyonel sitogenetik ve molekiller analizlerle tespiti
mumkin olmayan kopya say: varyantlarini, hastaliga neden olan spesifik genlerin
identifikasyonunu ve kromozomal anomalinin boyutunu teshis etmektedir. Klasik
sitogenetikteki saptanan aberasyonlarin iki kati kadar daha fazla anomali teshis
edilmektedir (Bejjani ve Shaffer, 2006). Shaffer ve ark. (2007), mental
retardasyon/gelisim geriligi olan hastalarda aCGH ile kromozomal anomalileri %10-
20 arasinda bir degerde saptanmis ve bu anomalilerin yalmizca %5-7sinin diger
yontemlerle saptandigini belirtmislerdir.

Mikroarray teknolojisi, DNA’nin bir substrata baglanip bilinen bir gen ya da
fragment ile prob hazirlanmasi seklinde tanimlanabilecek Southern Blot tekniginden
temel almistir. Bu yeni teknikte membran yerine camin kullanilmasi,
radyoaktivitenin yerini fluoresan isaretlerin almasi ve baglanmay1 saglayacak
yontemlerin hassaslagmasiyla ¢alismalarin verimi ve elde edilen bilgilerin miktar

artmistir.

21



Array CGH yontemi ile kopya say1 varyantlar1 olarak tanimlanan delesyon veya
duplikasyonlar referans DNA ile Karsilastirilarak ortaya ¢ikarilmaktadir. Bu kopya
say1 varyantlar1 (KSV) kilobaz boyutundan megabaz boyutuna kadar ya da tiim
kromozomu igeren (trizomi ve monozomiler) boyutlardaki anomalileri saptamaktadir
(Mefford ve ark., 2012). Boylelikle hastalikla iligkisi gen boyutunda ortaya
¢ikarilmaktadir.

Hastada spesifik kopya sayr degisikliklerinin referans ile Kkarsilagtirilarak
tanimlanmast mental retardasyon ve otizmle iligkili yeni mikrodelesyon ve
mikroduplikasyon sendromlarimin kesiflerinin  hizlanmasina Onciiliik  etmistir
(Mefford ve Eichler, 2009).

2.6.4. Array CGH Prensibi

Kan, amniyon gibi viicut materyallerinden izolasyon yapilarak DNA elde edilir.
Hasta DNA’s1 ve referans DNA’nin miktarlart ayn1 olacak sekilde esitlenir. Bu
islemlerden sonra temelde dort islem basamagi vardir.

1. DNA’nin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi

2. Cy-3 ve Cy-5 problariyla hasta ve referans DNA’sinin isaretlenmesi

3. Pdrifikasyon

4. Hibridizasyon

Referans DNA olarak disi bireyler i¢in disi referans, erkek bireyler i¢in erkek
referans kullanilir. Hasta ve kontrollerine ait genomik DNA’lar PCR agamasi ile
restriksiyon enzimleriyle kesilirler. Daha sonra kesilmis DNA’lar Cyanin-3 (Cy-3)
ve Cyanin-5 (Cy-5) ile isaretlenmektedir. Cy-3 mavi, Cy-5 kirmizi renktedir. Bir
sonraki asamada referans ve hasta DNA’s1 karistirilip ayni slayt iizerine uygulanir.
Boylelikle slayt iizerine tutturulmus problardan dizi eslenigi olanlar ile hibridize
edilmis olur. Elde edilen isaretlenmis genomik DNA’nin spesifik aktivitesi
hesaplanir. Bu sonuglara gore islemler tekrarlanir ya da isleme devam edilir.
Hibridizasyon asamasinda tekrarli sekanslarin hibridizasyonlar1 ise Cot-1 DNA ile
bloke edilmektedir. Blocking agent kullanilarak non-spesifik baglanma azaltilir. Bu
asamalardan sonra mikroarray slaytina genomik DNA yiiklenir ve hibridizasyon
firna konulurak belirtilen siire ve sicaklik dogrultusunda hibridizasyon asamasi
tamamlanmis olur. Ardindan mikroarray yikamasi gerceklestirilir. Mikroarray slayti

mikroarray cam tutucu barin igerisine yerlestirilir ve cihaz analizi gerceklestirir.
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Temelinde hasta ve referans DNA’larin floresans boyalarla iseretlenir ve
ornekler problarla yeniden hibridize olur. Her bir noktadaki floresan yogunlugu
Olculerek, hasta ve referans arasindaki kopya say1 farkliliklar1 ortaya ¢ikarilmaktadir.
Kopya sayist degisikliklerinin boyutlar1 kullanilan arraydeki prob sayisina gore
degismektedir (Mefford ve ark., 2012).

Problar yapay bakteri kromozomlarindan (BAC’lar), P1 (PAC) klonlar1 (75-200
kb boyutlarinda) formlarinda insan genomik DNA pargalar1 seklinde veya sentetik
oligoniikleotidler (25-85 baz cifti) gibi daha kicik pargalar seklinde olabilmektedir.
Farkli aCGH platformalarinin genomik ¢6ziiniirliigii, DNA problarmin aralik ve
uzunluklari ile belirlenmektedir (Shaffer ve ark., 2007).

2.6.5. Array CGH Tekniginin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Array CGH yontemi neredeyse tim dengesiz kromozomal anomalileri
belirleyebilmektedir. Pratik olarak aCGH siklikla normal olarak rapor edilen karyotip
analizlerindeki gozlemlenemeyen anomalileri ortaya g¢ikarmaktadir. Tipik olarak
FISH ve MLPA yontemlerinde bolgeye 6zgu icin coklu problar kullanilir. Bu
nedenle genom boyu anomalileri analiz edebilme gicleri yoktur. FISH analizlerinin
tan1 vermesi yiiksek olmasina ragmen dezavantajlar1 da vardir. Oncelikle klinisyenin
hasta dismorfolojisini ¢ok iyi teshis edebilmesi gerekmektedir. Ikinci olarak FISH
genellikle metafaz kromozomlarint goriintiileme iizerinde kullanilmaktadir ve bazi
durumlarda duplikasyonlar gdzden kagirilabilmektedir. Uciinci olarak FISH
analizlerinin degerlendirilmesinde yogun emek ve Kkisinin tecriibeli olmasi
gerekmektedir.

Array CGH’in en temel avantaj1 ylizlerce FISH ya da MLPA testinin verecegi
bilgiyi tek bir array CGH analizinin vermesidir. Karyotip analizinin aksine aCGH
boliinmiis hiicrelere ihtiya¢ duymaz ve ayrica genomik mosaizmleri teshis edebilir.
Yapilan ¢alismalarda fazla sayida ¢alisilan hasta gruplarinda somatik mozaizmlerin
konvensiyonel sitogenetik yontemlerle saptanamadigi ortaya konmustur.
Anomalilerin mozaizm seviyeleri bir calismada %3-77 arasinda diger bir ¢alismada
%7-65 arasinda bir degerde gostermektedir (Ballif ve ark., 2006, Schaeffer ve ark.,
2004).

Array CGH’in  dezavantajlari  ise temelde dengeli inversiyon ve

translokasyonlari, ozellikle resiprokal translokasyonlar1 ve ring kromozomlarini

23



yakalayamamasidir. Dengeli translokasyonlar ise her 250-500 bireyde bir
gorulmektedir. Bununla birlikte G bantlamaya gore ¢ok daha pahali, emek ve tecriibe
gerektiren bir yontemdir.

Genetik bozukluklar sadece kromozomal dengesizliklerle degil, DNA’daki nokta
mutasyonlart olan tek bir baz ¢ifti degisikligi ile de meydana gelebilir. Array CGH
bu kadar kiigiik degisiklikleri tespit edememektedir. Bunlara ek olarak array CGH ile
ortaya c¢ikan kopya sayr degisiklikleri fenotipik olarak normal bireylerde de
saptanmaktadir. Bu kopya sayr degisiklikleri popiilasyonda yiiksek frekans
gostermesi ile siiphe uyandiran kismi olustururlar. Bunun disinda iki normal
insandaki kopya say1 degisikliklerine bakildiginda 50 ile 100 Mb’a kadar farklilik
gosterebilmektedir. Yaklasik 500 kb’lik bir DNA segmentine 3 ila 7 aras1 CNV
eklendigi goriilmiistiir (Thompson& Thompson Genetics In Medicine, 2016).

3. GEREC YONTEM
3.1. Yontem

Calismada, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Genetik laboratuvarina tani amacgl genetik inceleme igin gelen ve Tibbi Genetik
klinigine sevkedilen, mental retardasyon tanisi/Ontanisi almig ya da mental
retardasyon
klinik bulgusu olan 12 hasta segildi. 0-17 yas aras cinsiyet farki ve sendromik ya da
non-sendromik olusu gozetmeksizin Tibbi Genetik Laboratuvari gen bankasindan
arastirmaya dahil edilecek 12 hastanin DNA’s1 bulundu. Bu 12 hastadan 4 tanesi
array optimizasyonu i¢in kullanilmistir.

DNA miktar1 ve safligini nanofotometre cihazinda (Nanodrop implen P330)
Ol¢iilmiistiir. Array tabanli karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH array)
platformu olarak Agilent 60 K ISCA dizayn array CGH kiti kullanilmigtir. Hasta
DNA'’lar1 ve referans DNA (Agilent) miktarlar1 nanofotometre cihazinda olciilerek
ve gerekli uyarlamalar yapilarak esitlenmistir. Agilent Oligonucleotide Array-Based
CGH for Genomic DNA Analysis Version 7.4 protokoliine uygun olarak hasta ve
referans DNA’lar isaretlendi. Protokole uygun islemlerden sonra genomik DNA’lar
birlestirildi. SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K array slaytlarina yiiklenip
hibridizasyon firinina (Agilent Microarray Firini) yerlestirildi. 67°C’de 24 saat

boyunca hibridizasyona birakildi. Hibridizasyon suresi sonunda CytoSure
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protokoliine uygun olarak yikanan mikrogipler, Agilent Mikroarray tarayict (AGT-
G4900DA SureScan Microarray Scanner) ile tarandi.
AgilentCytoGenomic3.0.2.11software programi ile mikroarray analizleri yapilip,
sonuglar degerlendirilmistir. Analiz sonucu hasta goriintiileri alinip gen listeleri
kaydedilmistir. Hastaliktan siipheli genler delesyon ve duplikasyon boyutlar1 ve
neden olduklari bozukluklara gére OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) de
incelenmistir.

Calisma Oncesince arastirmanin etik agidan uygunlugu, Canakkale Onsekiz Mart

Universitesi Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmis olup, onaylanmustir.
3.1.1. Hastalara Ait DNA’larin Kandan izolasyon Basamaklari
Her hasta kaninin izole edildigi DNA izolasyon kiti, Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Laboratuvari’nda kayit altina alinmaktadir.
Buna gore analiz icin seg¢ilen hastalarin kanlar1 PureLink Genomik DNA
izolasyon kiti ile izole edilmistir. Onceden izolasyonlar1 yapilan bu DNA’larin
izolasyon basamaklarin1 igeren protokol asagidaki basamaklar uygulanarak
gerceklestirilmistir.

1. 1,5 mL’lik eppendorf tiiplere 40 pl Proteinase K, 200 pl kan ve 200 pl
PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve vortekslerek esit
sekilde karigmasi saglandi.

2. Karisim, 56°C 1sitic1 blokta 10 dakika inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon sonrasinda karigtma 200 pl %96-100 izopropil alkol eklendi ve
vorteks ile homojen bir karisim elde edildi. (Elution buffer 70°C’ 1siya
ayarlanan 1sitictya konuldu.)

4. Tip icindeki karigim spin kolana aktarildi ve 8000 rpm de 1 dk santrifijj

yapilir.

5. Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi. Filtre yeni bir 2 mL’lik collection tiipe
konuldu.

6. Filtreye 500 pl Wash Buffer 1 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

7. Kolonun dibinde toplanan sivi atild1 ve filtre yeni bir 2 mL’lik collection tiipe

konuldu.
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8. Filtreye 500 ul Wash Buffer 2 eklendi ve 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

9. Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi, yeni bir collection tiip alindi.

10. Toplanan s1v1 atildi. Filtre 1,5 mL’lik eppendorf tiipii i¢ine yerlestirildi.

11. 40 pl Elution Buffer eklendi.

12. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi ve 8000 rpm 1 dak. santrifiij edildi.

13. Filtre atild1, ependorf tiip icerisindeki elde edilen DNA -20°C’de muhafaza
edildi.

3.1.2. Array CGH Metodu ve Uygulanmasi
Array Kitinin Igerigi
e SurePrint G3 Human CGH Bundle, 8x60K
e SureTag Complete DNA Labeling Kit
e SureTag DNA Labeling Kit Purification Colums
e Oligo aCGH Hybridization Kit
e Hybridization gasket slides
e Human Cot-1 DNA
¢ Oligo aCGH Wash Buffer 1 and Oligo aCGH Wash Buffer 2

Diger Gerekli Malzemeler

e 0,2 mL’lik PCR tiipii

e 1,5 mL’lik Eppendorf tiipleri

e Referans DNA-Male ve Female (250 ng/uL) Agilent

e 8x60K Gasget Slide

e Agilent CGH Wash Buffer 1

e Agilent CGH Wash Buffer 2

o TBE Buffer

e Kapak 1sitmali termal cycler

¢ Nanofotometre (implen P330)

e Vakum Kkonsantarator cihazi (Christ RVC 2-18 CD Plus Vacuum
Concentrator)

e Agilent hibridizasyon firini
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e AGT-G4900DA SureScan Microarray Scanner

Analizin Yapilacagi Bilgisayar Programlari

e AgilentCytoGenomic3.0.2.11software

Sekil 2.Array CGH protokol asamalar1

3.1.2.1. Genomik DNA’nin Nicel ve Kantitatif Analizi

Genomik DNA'nin
; Restriksiyon Genomik DNA'nin
DNA Izolasyonu ; Enzimleriyle ; Isaretlenmesi
Kesilmesi
|
vV
24-40 Saat
Hibridizasyon ——>| Mikroarray Yikamasi [——>| Mikroarray Taramasi
(67°C)

vV

Verilerin Elde
Edilmesi ve Analizi

DNA izolasyonundan sonra referans DNA 0Ornekleri (erkek-disi) ve hasta

DNA’larinin hepsi Nanofotometre cihazinda 6lgiimler yapilarak 50 ng olacak sekilde

esitlenmistir. DNA miktar1 350 ng/ul den fazla olan DNA’lar 1:2 oraninda TE buffer

ile (ph:8) ile dilue edilmistir.
3.1.2.2. Restriksiyon Kesimi

Tablo 2. Restriksiyon islemi igin gerekli bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Tek bir reaksiyon icin gerekli
miktar (pl)

Nukleaz Igermeyen Su 1yl

10x Restriksiyon Enzim Buffer 1.3ul

BSA 0.1l

Alul 0.25 ul

Rsal 0.25 pl

Her bir hasta i¢in reaksiyon tiibiine eklenmesi gereken master mix miktar1 2,9

ul’dir. Eklenecek olan DNA ile birlikte her bir hasta i¢in toplam hacim 13 ul olacak
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sekilde reaksiyon tiipleri hazirlandi. 37°C’de 2 saat ardindan 65°C’de 20 dakika
stirecek olan PCR iglemine alindi.

Fragmantasyon asamasindan sonra oOrnekler isaretlenme asamasina getirildi.
Diger asamaya gecerken 6rnekler bozulmamalari i¢in buz kiitleler {izerine alindi.

Bir sonraki agama olan DNA denatiirasyon ve fragmantasyonu igin 98°C’de 3
dakikalik bir PCR asamasi gelir. Normalde PCR islemlerinde bolge ¢ogaltilmasi igin
primerler kullanilir. Array CGH ¢alismalarinda spesifik bolge cogaltma yapilmadigi
icin random primerler kullanir. Bu primerler her yere baglanabilir dzelliktedir.

Genomik DNA’lar buz kiitlerinin iizerine alindiktan sonra 2,5 ul Random Primer
hep bir reaksiyon tiipline eklendi.13 pl olan toplam hacim 15.5 pl hacme ulasti. 3
dakika siirecek olan kisa bir PCR asamasina alindi.
3.1.2.3. DNA’nin Isaretlenmesi

Tablo 3. Floresan isaretleme i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Tek bir reaksiyon icin gerekli
miktar (ul)

5x Reaksiyon Buffer 5.0 ul

10x dNTP’ler 2.5l

Cyanin-3 (Cy-3) 1.5 ul

Cyanin-5 (Cy-5) 1.5 ul

Exo(-) Klenow (Enzim) 0.5 ul

Cyanin-3 ve Cyanin-5 igin iki ayr1 reaksiyon mixi hazirlandi. Cyanin-5 (Cy-5) ile
hazirlanan master mix her bir hasta tiipiine 9.5 pl olarak paylastirildi (Mavi renk).
Cyanin-3 (Cy-3) ile hazirlanan master mix her bir hasta i¢in ayri ayri hazirlanmig
olan referans drneklerine yine 9.5 pul olacak sekilde paylastirildi (Pembe renk). PCR
asamasinda 37°C’de 2 saat ardindan 65°C’de 10 dakika olmak iizere islem
basamagina birakildi. PCR islemi bittikten sonra trlnler -20 °C’de saklandi.
3.1.2.4. Piirifikasyon Asamasi

Piirifikasyon kolonlar1 ve 2 mL’lik toplama tiipleri SureTag DNA Labeling Kit
ile saglandi. 2 mL’lik toplama tiipleri igerisine kolonlar yerlestirildi ve her bir
reaksiyon tiiptine 430 ul 1x TE Buffer (pH 8.0) eklendi. Kolonlarin igerisine
isaretlenmis genomik DNA’lar yiiklendi. 12000 rpm’de 10 dk santrifiij asamasindan
sonra altta kalan siv1 dokiildii ve ayni islemler tekrar TE ekleyerek ve santrifii
ederek uygulandi. Kolonlar yeni 2 mL’lik tiiplere ters konularak 3200 rpm’de 1
dakika santrifuj edildi.
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Bu islemde 30 kilodaltonluk iiriinlerin kolonlarda kalmasi diger iirtinlerin
atilmas1 amactyla uygulanan bir basamaktir. Baglanmayan bdlgelerin ayiklanmasini
amagclamaktadir.

2 mL’lik tiplerde kalan Grlnler pcr tuplerine yiklendi. Bu islemlerden sonra
tirtinlerin isaretlenme ve spesifik aktivitelerinin dl¢lilmesi islemi uygulandi.

Uriin (ng) = DNA Concentration (ng/uL) x Sample Volume (uL) /1000 ng/pg
formillne gore nanofotometre cihazinda 6l¢imler yaparak formile uygun olarak
hesaplanda.
3.1.2.5. Orneklerin Vakum Konsantratérde Kurutulmasi

1,5 mL lik RNAase free tiiplerinde her bir hasta DNA’s1 ve referans DNA’lar1
birlestirildi. Tiipte sadece isaretli DNA’ya ait pellet kalacak sekilde vakum
konsantrator cihazinda 1 saat boyunca 55 °C’de buharlastirildi. Toplam hacim 16 pL
olacak sekilde uygulandi.
3.1.2.6. Hibridizasyon Asamasi

Ilk olarak 10x Blocking Agent hazirlandi. Ardindan hibridizasyon islemleri
gerceklestirildi.

10x Blocking Agent hazirlanmasi: 1.350 pl saf su 10x aCGH Blocking Agent’a
eklenir. 60 dakika oda sicakliginda bekletilir.

Tablo 4. Hibridizasyon asamasinda gerekli olan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Tek bir reaksiyon igin gerekli miktar (pl)
Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 2 ul

10x aCGH Blocking Agent 4.5 ul

2x HI-RPM Hibridizasyon Buffer 22.5 ul

Vakum konsantratér ile PCR tiiplerindeki buharlagma sonrasi kalan {iriinlerin
uzerine Cot-1 DNA bileseni olan master mix hazirlanarak her bir tiipe dagitildi. 2x
HI-RPM Hibridizasyon Buffer’1 vizkozitesi yiiksek olan bir sivi oldugu i¢in en son
olarak pipetaj yapilarak dagitildi. Son olarak 98 °C’de 3 dakika, ardindan 37 °C’de
30 dakika siiren PCR islemi ile denatiirasyon islemi gerceklestirildi. PCR isleminden

sonra 1 dakika santriftyj edildi.
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3.1.2.7. Hibridizasyon Orneklerinin Array Slaytlarina Yiiklenmesi

Mikroarray camiin oOrnek yiiklenecek yiizii dogru secilmelidir. Calisilan
mikroarray (SurePrint G3 ISCA V2 CGH ) 8x60K oldugu (her bir hasta igin bir
bolge olmak iizere ve toplamda bir mikroarray slaytinda 8 bdlme) i¢in 6rnekleri 40
ul hacimde 8 bolgeye yiiklendi. Mikroarray caminin yiiklenilen bolgesi asagida,
numaralt bolge ise yukariya bakacak sekilde mikroarray gasket slide Uzerine
yerlestirildi. Bu asamada diizenekte baloncuk olmayacak sekilde yiiklenmesine
dikkat edildi. (Aksi takdirde degerlendirme asamasimni olumsuz yonde

etkilemektedir.) Dlzenek Agilent hibridizasyon firiina yerlestirildi ve 24 saat 67°C

ve 20 rpm’de hibridizasyon asamasina birakildi.

Sekil 3a. Gasket array slaytinin iizerine hasta Orneklerin yiiklenmesi. 3b. Yuklenen
orneklerin lizerine barkodlu SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K slaytinin yerlestirilmesi.
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Sekil 4. Agilent hibridizasyon firim

3.1.2.8. Yikama
Yikama asamasi i¢in Agilent Oligo aCGH/ChIP on ChIP Wash Buffer 1 ve 2
kullanilmistir.

Tablo 5. Yikama agamasinda gerekli olan buffer tipleri ve kosullari

Cam Kap No Wash Buffer Sicaklik Sire

1. Kap Wash Buffer 1 Oda
sicakliginda

2. Kap Wash Buffer 1 Oda 5 dakika
sicakliginda

3. Kap Wash Buffer 2 37°C 1 dakika

Yikamanin yapilacagi cam yikama kaplar1 birkac defa bol su ve sonrasinda kisa
stire ile asetonitril ile yikandi. Hibridizasyon firmindan ¢ikarilan array slaytlari 1. kap
icerisine yerlestirildi. Bu asamada gasket slayt ile SurePrint G3 ISCA V2 CGH
8x60K slayt1 pens yardimi ile birbirlerinden ayirildi. Kuyucuklu olan gasket slayt
birakildi ve isleme SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K array slayti ile devam edildi.
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Bu islemden sonra bekletilmeden oda sicakligindaki Wash Buffer 1 igeren 2. kap
icerisindeki array slayt tutucu (sale) igerisine yerlestirildi ve 5 dakika beklendi.
Etiivde 37°C sicaklikta tuttulan Wash Buffer 2 yiiklii kap etiivden ¢ikarildi. Altina 1s1
kaybini engellemek amaciyla baska bir kap igerisine 60-70°C aras1 su konuldu ve
Wash Buffer 2 iceren cam kap bu kabin igerisine yerlestirildi. Bu diizenek 1sitici
lizerine yerlestirildi ve igerisine balik atild1.

Array tutucu diizenek Wash Buffer 1 igerisinden ¢ikarilip, Wash Buffer 2
igerisine yerlestirildi. 1 dakika bekleme siiresi sonrasinda slaytlar Wash Buffer 2
icerisinden ¢ikarildi.

Yikama islemindeki ilk yikama kabaca bir yikama saglar. Asil yikama islemi 2.
ve 3. islemlerdir. Bu agsamalarda uygun sicakliklarda uygulanmasina 6zen gosterildi
ve ozondan olabildigince az etkilenmesi saglandi.
3.1.2.9. Tarama

Slaytlarin (SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K) yikama sonrasinda ozondan
etkilenmemesi icin islemler hizlica gergeklestirildi ve slayt tutucu igerisine Agilent

barkod olan yiiz iistte kalacak sekilde yerlestirildi.

Sekil 5. Mikroarray slaytinin tutucuya yerlestirilmesi

Tarama asamasinda slayt tutucu igerisine yerlestirilen slayt diizenegi
bilgisayardan komut verileren acilan tarayici kasetleri icerisinde herhangi bir

bolmeye yerlestirildi. Bilgisayar {izerinden tarama komutu verildi.
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Sekil 6. Agilent Mikroarray Scanner (AGT-G4900DA SureScan Microarray Scanner)

4. BULGULAR

Tez galismasi igin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Genetik laboratuvarinda mental retardasyon tanisi/ontanist almig veya mental
retardasyon Kklinik bulgusuna sahip 0-17 yas aras1 12 hasta se¢ilmistir. Bu hastalarda
cinsiyet farki ve sendromik ya da non-sendromik olusu gozetilmemistir. Bu
hastalardan 4’ii mikroarray calismalarinda optimizasyon amactyla kullanilmis olup
geri kalan 8 hastada array CGH ile genotiplendirme yapilarak elde edilen bulgular
sonuclandirilmistir. Segilen 8 hastanin 4’ erkek, 4’1 disi birey olarak belirlenmistir.
Tablo 6’da bu hastalara ait klinik tablo verilmistir.
Tablo 6. Hastalarin endikasyon, yas-cinsiyet ve sitogenetik analiz verileri

Vaka | Klinik Endikasyonlari Yas- Sitogenetik
Cinsiyet | Sonucu
1 e Ortadizey MR 8-E 46,XY
e Epilepsi
e Mikrosefali
e 21 aylikken ilk nobetini gegirmis.
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Ogrenme  giicliigii  (Ogretmeni
yonlendirmis)

Okul Dbasarisi  diisiik, otistik
hareketler, sorulara cevap
vermiyor.

Hiperaktivite

Tekrarlayan sorulari var.

Yiirtime: 1 yas Konusma:4 yas
Dismorfik kulak

Ellerde gizikler (kendini severken
oldugunu soyledi.)

8-K

46,XX

Panik nobet

Dikkat eksikligi

MR

Hiperaktivite

Ozel simifta egitim goriyor.
Klinodaktili

Ayak bas parmag biiyiik
Yuksek damak, ticgen yiz.
Dogumda hipertonisite, sarilik
Miyop

Radyolojik testler :

Eko: Bikuspid aort kapagi,
batin USG:normal,

boyun USG: sag-sol farkli.
Psikatrik degerlendirme:

hafif derece zeka geriligi

46, XX,der(15)
(t(4,15)
(p15,2;p11,2),
invdup(22)
(913,3)

Zeka geriligi

Epilepsi (8 yildir)

Idrar problemi

Dikkat eksikligi

Ogrenme giigliigii

Hiperaktivite

Burun kokii basik, kaslar birlesik
Klinodaktili iki elde

Obezite

Sezaryan: 9 aylik

Bagini tutma: 1 ay

Desteksiz oturma:5 ay, Ydirime:14
ay

Konusma:12 ay, tuvalet egitimi:2,5
yas

IQ: 55, hafif dizeyde zihinsel
performans

17 -K

46, XX,
inv(15)(ql12)
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On tan1: Otizm, konusma geriligi. 3
yasindan itibaren otizmden takip
ediliyor.

1,5-2 yasinda cevreye ilgisizlik.
(Siit emmemis.)

40 giin kiivezde kalmas.

Al genisligi

10-E

46,XY

Akrabalik iliskisi :

Esi amcasinin torunu.
Yiirliyemiyor, konusamiyor
(konusma ¢ok az).

Hikaye: Ayak egriligi ve kas
uzatilmasi i¢in operasyon gegirmis.
Yutkunma: ilk 6 ay zorla.

Sezaryan: 9 aylik

Basin1 tutma ve desteksiz oturma:1
yas sonrasl,

Yurtime:Yok

Konugma :Son 2 yildir, tuvalet
egitimi:8 yas

Stature: sandalyede,
ekstremitelerde: kas kontriktori

15-K

46,XX

MR

Mental ve motor becerilerde gerilik
Minor fasial dismorfizm (kepce
kulaklar, hipertelorizm, bozuk dis
yapisi, liggen yiiz gériiniimii)
Makroorsidi, konusma bozuklugu

E- 10

46, XY

37 hafta+t4 gunlik rahim igi
gelisimi kisith olan (IUGR) hasta
Beslenme eksikligi

Hipoglisemi

Anomali siiphesi

E-4ay

Komplex
anomali
Marker
kromozom

Hastalarin array CGH analizleri sonucu

hakkinda veriler Tablo 7°de verilmistir.

saptanan duplikasyon ya da
delesyonlarin hangi kromozom bdlgesine ait olduklari, bu bolgelerde saptanan

OMIM genleri ve OMIM’de bulunmayan genler ve olusan mutasyonlarin boyutu
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Tablo 7. Hastalara ait array CGH analiz verileri

Vaka | Kromozom | Sitoband | Mutasyon Baslangic Bitis Boyut (kb) | Aberasyon icerisindeki OMIM genleri | OMIM’de
No Tipi bulunmayan
genler
1 19 013.43 Duplikasyon | 57,349,319 57,351,566 2,248 PEG3 ZIM2
3 4 pl6.3- Duplikasyon | 45,882 27,428,268 27,382,387 | Direkt Hastaliklarla iliskili Genler:
p15.2 ZNF141, PDE6B, IDUA, RNF212,

UVSSA, FGFR3, NATS8L, SH3BPZ,
ADD1, HTT, DOK7,
LRPAP1,ADRA2C,MSX1,
EVC2,EVC, WFS1, HTRA3HMX1,
DRD5, SLC2A9, RAB28NKX3-
2,CC2D2A,PROM1,QDPR,  SOD3,
SEPSECS,SLC34A2,RBPJ,FGFR3

Direkt Hastalikla ligkili Olmayan
Genler :

ATP51,MYL5,CPLX1,GAK,TMEM17
5,DGKQ,FGFRL1,SPON2,PI14K2B,C
TBP1,MAEA,CRIPAK,SLBP,TMEM
129, TACC3,LETM1,WHSC1,C40rf48
,POLN,HAUSS, ZFYVEZ28,
RNF4,TNIP2,NOP14,GRK4,RGS12,H
GFAC,

OTOP1,ZBTB49,CYTL1,CRMP1,JA
KMIP1,PPP2R2C,S100P,BLOC1S4, T
BC1D14

,TADA2B,GRPEL1,SORCS2,AFAP1,
ABLIM2,MIR95,ACOX3,GPR78,CPZ
,USP17L9P,WDR1,CLNK,HS3ST1,0
D1L1,CPEB2,FBXL5,BST1,CD38,FG
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FBP1,TAPT1,LDB2,
MED28,NCAPG,LCORL,SLIT2,MIR
218-
1,KCNIP4,GBA3,PPARGC1A,DHX1
5, LGI2,
P14K2B,ZCCHC4,ANAPC4,CCKAR,
STIM2, AFAP1

15 gl1.2 Delesyon 22,756,628 23,080,961 315,334 Dogrudan Hastaliklarla Mliskili Genler:
NIPA1
Dogrudan Hastalikla Iligkili Olmayan
Genler: TUBGCPS5,CYFIP1,NIPA2
6 p25.3 Delesyon 255,350 289,174 33,825 Bu aralikta gen bolgesi yoktur.
14 gll.2 Delesyon 22,598,026 23,011,311 413,296 Bu aralikta gen bolgesi yoktur.
16 pll.2- Duplikasyon | 34,427,800 35,148,939 721,14 LINCO01566,
111 FRG2DP,
TP53TG3HP
, FLJ2645
17 g24.2 Delesyon 66,166,296 66,318,318 152,023 Dogrudan Hastalikla Iliskili Olmayan
Genler: AMZ2, ARSG
7 p22.3 Duplikasyon | 54,185 94,155 39,971 Bu aralikta gen bolgesi yoktur.
X p11.23 Delesyon 47,320,380 47,324,273 3,893 Dogrudan Hastalikla Miskili Olmayan
Genler: ZNF41
2 gl3 Delesyon 110,862,477 | 110,964,737 | 102,261 Dogrudan Hastaliklarla Hiskili Genler:
NPHP1
Dogrudan Hastalikla Iliskili Olmayan
Genler: MALL
3 g29 Duplikasyon | 197,717,518 | 197,837,049 | 119,532 Dogrudan Hastalikla Iliskili Olmayan | LMLN-ASI,
Genler: LMLN ANKRD18D
P
6 p25.3 Delesyon 259,318 339,802 80,485 Dogrudan Hastalikla iligkili Olmayan
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Genler: DUSP22

10 gl11.22 Delesyon 46,984,913 47,074,861 89,949 Dogrudan Hastalikla Miskili Olmayan
Genler: GPRIN2
X p11.23 Delesyon 47,320,380 47,324,273 3,894 Dogrudan Hastalikla Miskili Olmayan
Genler: ZNF41
1 g31.3 Duplikasyon | 196,705,001 | 196,799,302 | 94,302 Dogrudan Hastaliklarla iliskili Genler:
CFH3, CFHRS3, CFHR1
2 g37.3 Delesyon 242,856,588 | 243,007,359 | 150,722 LINCO01237,
LOC102723
927
6 p25.3 Delesyon 240,443 339,802 99,36 Dogrudan Hastalikla Miskili Olmayan
Genler: DUSP22
8 p23.1 Delesyon 7,169,490 8,130,689 961,2 Dogrudan Hastalikla Miskili Olmayan | FAM66B,DE
Genler: DEFB103A,DEFB4A FB109P1B,U
SP17
14 gl1.2 Delesyon 22,598,026 22,897,089 299,064 Bu aralikta gen bolgesi yoktur.
22 gl12.3 Duplikasyon | 37,311,308 37,225,574 114,267 Dogrudan Hastaliklarla iliskili Genler: | LOC105373
IFT27 021
Dogrudan Hastalikla iliskili Olmayan
Genler: PVALB
X p22.33 Duplikasyon | 401,844 403,342 1,499 Bu aralikta gen bolgesi yoktur.
p22.33 441,610 443,579 1,97
Y p11.32 Duplikasyon | 351,844 353,342 1,499 Bu aralikta gen bolgesi yoktur.
p11.32 391,610 393,579 1,97
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Hastalarin array CGH yoOntemi ile molekiiler karyotiplendirmeleri yapilmistir. Olas1
duplikasyon ve delesyonlar belirlenmis, boyutlari tespit edilmistir. Her bir hastaya ait
elde edilen veriler asagida sirasiyla verilmistir.
1.Hastaya Ait Veriler

8 yasindaki erkek hastanin 19. kromozomun q13.43 bolgesinde 2,248 kb’lik bir
duplikasyon meydana gelmistir. Bu boélgede dogrudan bir hastalikla iliskili olmayan
PEG3 (Paternally expressed gene 3) geni ve OMIM’de bulunmayan ZIM2 (Zinc-
finger gene 2 from imprinted domain) geni yer almaktadir. ZIM2 geni de literatiirde
herhangi bir sendrom ile iligkilendirilmemistir. Hastanin array CGH analizi
sonucunda bu endikasyonlari ile dogrudan iliskili olabilecek bir sendrom ya da
hastalik icermedigi tespit edilmistir. Hasta analiz sonucunda normal olarak
degerlendirilmis ve molekiiler karyotip analizi sonucu arr(1-22)x2,(XY)x1 olarak

genotiplendirilmistir. Sekil 6’da hastaya ait normal molekiiler karyotip sonucu

N

gosterilmektedir.
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Sekil 7. 1 nolu hastaya ait array CGH analizi sonucu normal karyotip sonucu
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2.Hastaya Ait Veriler

Bu hasta i¢in referans olarak erkek referans kullanilmistir. Dolayisiyla
referanslar cinsiyet olarak eslesmedigi i¢cin X kromozomlar1 bakimindan dogru bir
sonug elde edilememistir. Bu nedenle X kromozomu iizerindeki anomaliler hastanin

gercek verilerini yansitmamaktadir.

p22,32]
p22.134
p21.3]
p21.13
p11.4.
p11.23]
p11.214
q13.1]
q13.37

q21.24
g21.324
q22. 14
q22.35 =

Sekil 8. 2 nolu hastaya ait farkli referans kullanilmasi sonucu oraya ¢ikan X ve Y
kromozomundaki aberasyonlar

3.Hastaya Ait Veriler

Hastanin aCGH analizi sonucu 4pl16.3p15.2 bolgesinde 27.382.387 kb’lik
duplikasyon saptanmigtir. Bu anomali 4p16.3 duplikasyonu ya da Trizomi 4p
sendromu olarak adlandirilir. Bu bdlgede yer alan ve dogrudan hastaliklarla iligkili
genler ve sebep oldugu problemler asagida gosterilmistir.

e ZNF141 (Zinc finger protein-141) geni: Otozomal resesif olarak kalitilan bu
gende homozigot mutasyon meydana gelmesi durumunda postaksiyal
polidaktili tip A6 (PAPAB) ile sonuglandigr gosterilmistir. (Kalsoom U ve ark.,
2013)
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PDEG6B geni: Konjenital duragan gece korliigline sebep olur.

ATP5I geni: Mitokondrial ATP sentaz Fo kompleksinin alt birimini kodlar
(Elliot ve ark., 1993).

IDUA (Alpha-L-iduronidaz) geni: Bu gendeki homozigot ya da heterozigot bir
mutasyon sonucu Hurler Sendromu meydana gelir. Hurler Sendromu; mental
retardasyon, kaba bir dig goriinim, kornea bulanikligi, karaciger ve dalak
bliylimesi (hepatosplenomegali) ile iliskilendirilmistir. Bu sendromdaki
cocuklar normal bir gorliniimle dogarlar fakat birinci yaslarinda hastalikla
baglantili karakteristik bir gériinim meydana gelir (Wraith ve ark.,1987).
UVSSA (UV hassas sendromu 3) geni: Isiga hassasiyet ile ilgili problemler
teskil eden bir durumdur.

FGFR3 (Fibroblast blytime faktor reseptorii-3 geni): Bu gende meydana gelen
heterozigot mutasyon sonucu akondroplazi meydana gelir. Kalitsal bir ciicelik
tipi olup kol ve bacaklar govdeye gore kisa olup, bas normalden biiyliktiir. Bu
hastalarda motor gelisim geriligi de bildirilmistir.

NATSL geni: L-aspartat ve asetil-CoA’dan beyine 6zel bir bilesik olan N-
asetilazaspartat (NAA) maddesinin sentezlemesini saglar (Wiame ve ark.,
2009). NAA sinir sistemine spesifik asetil koenzim A’nin 6nemli bir depolama
ve tasinimimi saglar. Protein kodlayan bir gen olan NAT8L’nin mutasyonu
sonucunda primer NAA eksikligi meydana gelir.

SH3BP2 geni : Yiizde sisiklik olarak gozlenen yuvarlak yiiz hatlari ve siskin
yanaklar ylizde karakterizedir. Cene bolgesinde de agrisiz sert goériinlimde
dolgunluk ve genislikler gbzlenir. Bununla birlikte ¢ene altinda genislemis lenf
nodlart gozlenir. Genis gozler (proptozis), alt goz kapagi retraksiyonu, optik
noropati, Marcus-Gunn gozbebegi, azalmis gérme keskinligi ve gorme alani
gibi goz problemleri mevcuttur. Oligodonti gibi diste bir takim problemler
vardir. Kemik kaybi ve cenedeki kemikler ile ilgili iskelet problemleri s6z
konusudur.

ADDI1 geni: Tuza duyarlilik ve hipertansiyon ile iligkili bir gendir.

HTT geni: Huntington hastaligi ile iligkili olan nérodejeneratif rahatsizliga
sebep olan bir gendir. Genelde 30-50 yaslarinda meydana gelir. Otozomal

dominant kalitilir. Beyin ve sinir sistemini etkileyerek konusma, glnlik
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aktiviteler ve muhakeme yeteneginde problemler ortaya cikar (http://hdsa.org/
Erigim Tarihi: 15.12.2016).

e DOK?7 geni: Kaslarin noromiskiiler aktivitelerini etkileyen zorunlu bir
proteindir (Okada ve ark., 2006). Konjenital miyastenik sendromlar ile
iliskilendirilmistir. Genellikle ilk yaslarinda ekstemite ve g6z kaslarinda
giigsiizliik ile kendini belli eder. Nadir olarak ge¢ yaslarda ¢ikar bu durumda
tan1 koymak zorlagir.

e LRPAP1 geni: Miyop ile iliskilidir. Bu durum wuzaktaki objelerin net
gorulemesi, yakin mesefadeki objelerin rahat goriilmesi seklindedir. Hasta
miyoptur.

e ADRA2C geni: Kalp rahatsizliklariyla ile iligkilidir ve beta blokerlardan
sorumludur. Gen yapisinda intron olmayan bir gendir. Parkinson da dahil
olmak Uzere Huntington ve panik bozukluklar ile iliskili oldugu goriilmiistiir
(Riess ve ark., 1994).

e MSX1 geni: Witkop sendromu ile iliskilendirilmistir. Birey normal sa¢ ve
kaslara sahiptir. Dogustan cesitli diglerin yoksunlugu sonra ve tirnaklarda
anomali seklinde gbzlenir. Bir dig-tirnak sendromudur (Witkop.,1965).

e EVC ve EVC2 genleri: Ellis-van Greveld sendromu ile iligkilidir. Bu
hastalikta bireyde dental anomaliler, hipofiz bezinin 6n lobunun kismi ya da
hi¢ ¢alismamast sonucu meydana gelen ciicelik, polidaktili ve el ile ayak
tirnaklarinda bozukluklar seklinde gdzlenir. Mental retarde bi hasta ile ilgili
olarakta bu sendrom teshis edilmistir (Christian ve ark., 1980). Ellis-van
Greveld (EVC) sendromu kisa humerus, postaksiyal polidaktili ve kalp
malformasyonu gibi klinik semptomlar1 ortaya ¢ikarmaktadir (Hao ve ark.,
2016).

e  WFSI geni : Katarakt ile iligkili bir gendir. Otozomal dominant olarak kalitilir.

e HMXI1 geni : Otozomol dominant kalitilir. G6zde birden fazla ileri seviye
anomaliler ile ilgilidir.

e DRD5 geni (Attention Deficit-Hyperactivity Disorder; ADHD): Dikkat
eksikligi- hiperaktivite ile iliskilendirilmistir.

4p16.3 duplikasyonu sendromu nadir goriilen bir genetik hastaliktir. Hastanin

endikasyonunda saptanan mental retardasyon, panik nobet, dikkat eksikligi,
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hiperaktivite, klinodaktili, ayak parmaklarindaki anomaliler, yuksek damak, tggen
yiiz yapisi, miyopi ve radyolojik testlerinde ¢ikan sonuglar ile uyum gostermektedir.
Ayrica psikatrik degerlendirme sonucu ortaya ¢ikan hafif derecede zeka geriligi bu
sendromun Ozelliklerini desteklemektedir.

4p16.3 duplikasyon sendromunun siddeti kromozomun p kolu igerisideki
duplikasyona ugrayan bolgenin igerdigi genler ile ilgilidir. Fakat tipik olarak mental
retardasyon, gelisim geriligi, davranigsal problemler ve dis goériiniim ile yuzdeki
farkliliklar ile karakterizedir. ZNF141; postaksiyal polidaktili, FGFR3; akondroplazi,
LRPAP1; miyop, ADRA2C; kalp rahatsizliklariyla, EVC ve EVC2; Ellis-van
Greveld sendromu, WFS1 geni; katarakt, HMX1; g6zde birden fazla ileri seviye
anomaliler, DRDS; dikkat eksikligi, hiperaktivite ile iliskili olan bu genler bu

sendrom bakimindan desteklenmektedir.
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Sekil 9. 3 nolu hastaya ait 4p16.3 duplikasyonunu gdsteren array CGH analiz verisi

4.Hastaya Ait Veriler

Hastada aCGH analizi sonucu 15q11.2 bolgesinde delesyon meydana gelmistir.
Bu delesyon bolgesi igerisinde OMIM’de dogrudan hastalikla iligkilendirilmis
NIPA1 geni bulunmaktadir. Bu gen otozomal dominat olarak kalitim gdsteren
herediter spastik parapleji ile iliskilidir. Ayrica 15q11.2 bolgesinde olan 315,334
kb’lik delesyon saptanmistir ve bu bolgede dogrudan hastalikla iligkili olmayan
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CYFIP1, TUBGCPS5, NIPA2 genleri bulunmaktadir. Hastada 315.334 kb’lik 15911.2
mikrodelesyon sendromu saptanmustir. Array CGH analizine gére molekdler karyotip
sonucu arr[hg19] 15q11.2(22,765,628-23,080,961)x1 olarak sonuglandirilmistir.
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Sekil 10. 4 nolu hastaya ait 15q11.2 bélgesinde meydana gelen delesyon

5.Hastaya Ait Veriler

Hastada 6p25.3 bolgesinde 33,825kb’lik delesyon, 14ql11.2 bolgesinde
413,296kb’lik delesyon saptanmistir. Fakat bu bolgelerde gen bulunmamaktadir.

16 p11.2-11.1 bolgesinde 721,14 kb’lik duplikasyona ugramis bir bdlgede ise
MR ile iligkili bir gen bulunmamaktadir. Bununla birlikte bu bolgede OMIM’de
kayitlh olmayan ve herhangi bir sendrom ile iligkilendirilmeyen LINCO01566,
FRG2DP, TP53TG3HP ve FLJ2645 genleri bulunmaktadir. 17q24.2 bdlgesinde
meydana gelen delesyon bolgesi icerisinde AMZ2 ve ARSG genlerini yer
almaktadir. Bu genler OMIM’de dogrudan bir hastalikla iligkili degildir.

Hastanin array CGH analizi sonucunda MR ile iligkili bir bolgede delesyon ya
da duplikasyon yoktur. Array CGH analizi sonucunda hastanin molekiiler
karyotiplendirmesi arr(1-22)x2,(XY)x1 olarak degerlendirilmistir. Sekil 10°da

hastaya ait normal molekiiler karyotip sonucu yer almaktadir.
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Sekil 11. 5. hastaya ait array CGH analiz gorintisu

6.Hastaya Ait Veriler

Hastanin X kromozomunun p11.23 bolgesinde 3,894 kb’lik delesyon meydana
gelmistir. Bu bolgede ZNF41 geni bulunmaktadir. Bu gen OMIM’de dogrudan bir
hastalik veya sendrom ile iligkili degildir. Bununla birlikte X’e bagli mental
retardasyon ile iliskilendirilmis iki tane allelik varyanti mevcuttur. Fakat hastanin
analiz gorintisunde bu dogrultuda yuksek ¢ozlnirlik olmadigindan ve bdlgeye
baglanan prob sayisi az oldugundan bu durum dislanmistir. Array CGH 60K
molekiiler karyotipleme sonucu hasta normal olarak degerlendirilmistir ve arr(1-

22)x2,(XX)x1 olarak sonuglandirilmstir.
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Sekil 12. 6 nolu hastaya ait normal karyotip dizilimi ile birlikte X kromozomu uzerinde
delesyon siiphesi tastyan p11.23 bélgesi
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7.Hastaya Ait Veriler

Hastanin array CGH analizi sonucunda 2q13 bolgesinde 102,261kb’lik delesyon
saptanmustir. Bu bolgede saptanan iki genden biri olan NPHP1, Joubert Sendrom 4
ile iligkilidir. Diger gen MALL dogrudan bir hastalikla iligkili degildir. MALL geni
de NPHP1 geni ile nefrofitizisden sorumlu 2q13 bolgesindeki diger gendir. 329
bolgesinde yer alan 119,532 kb’lik duplikasyon igerisinde LMLN geni vardir. 6p25.3
bolgesinde 80,485kb’lik delesyon igerisinde DUSP22 geni vardir. 10g11.22
bolgesinde 89,949kb’lik delesyon igerisinde GPRIN2 geni vardir. Bu genler
dogrudan OMIM’de hastalikla iliskili olmayan genlerdir. Hastanin endikasyonlar ile
uyumlu genler olmadiklar i¢in bu genler array CGH analizinde diglanmistir. X11.23
bolgesinde 3,894kb’lik delesyon igerisinde ZNF41 geni vardir. Hastada mental
retardasyon, mental motor gerilik ve dismorfik bir goriiniim vardir. Fakat 6 nolu
hastada gozlendigi gibi kii¢iik bir delesyon bolgesidir ve degerlendirme bakimindan
problar yetersiz kalmistir. Hastanin array CGH 60K platformunda molekiiler
karyotiplendirmesi normal olarak arr(1-22)x2,(XY)x1 seklinde saptanmistir. Sekill2

ve Sekil 13’°te hastaya ait slipheli olan durumlar gosterilmistir.
Genome ViewiAP: 1, L08S: 4, DEL: 0, O

e [

1 2 3 H j § 7 § 3 " 1 1 n W % % 7 8 B 3 1 z X Y
e e chel (WP, GAle 0, LOSK: 1, DEL: , LOK: ) S=IEH L% Gene Viowched: HIATRLNINIGN, 1500 CEEEFECANY FENE .J"Bm 1y
"o s AgectUs WA | Mgt Femie 4 Festh

T00s T

] } i 2 )
Qi
Oromsme St & Sop & (jubad Gene e S | Tpe | Modes | Memloohati | Sate | Suporess Casfcaton ot Ktin
o e T MME @ [ 0 ] e [ ITESES

Sekil 13. 7 nolu hastaya ait 2q9.13 bolgesindeki delesyon
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Sekil 14. 7 nolu hastaya ait X11.23 bolgesindeki siipheli 3,894kb’lik delesyon bolgesi
8.Hastaya Ait Veriler

1g31.3 kromozom bdlgesinde 94,302kb’lik duplikasyon meydana gelmistir. Bu
bolgede dogrudan hastalik ile iligkili i¢ adet gen saptanmuistir. Bunlar CFH3,
CFHR3, CFHR1’dir.
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Sekil 15. 8 nolu hastaya ait 1q31.3 kromozom boélgesinde 94,302kb’lik duplikasyon
Hastanin array CGH analizinde bu 3 gen (CFH, CFHR1 ve CFHR3) diger

problarla karsilagtirildiginda anlamli durmamaktadir.

2037.3 kromozom bolgesinde 150,722kb’lik delesyon saptanmistir. Fakat bu
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bolge gen icermeyen bir bdlgedir. 6p25.3 kromozom bdlgesinde 99,36 kb’lik
delesyon meydana gelmistir. Bu bolgedeki gen DUSP22’dir. 8p23.1 bolgesinde
961,2 kb’lik delesyon olmustur. Dogrudan hastalikla iliskili olmayan genler igerir.
Bunlar DEFB103A,DEFB4A’dir. 14g11.2 kromozom bdlgesinde 299,064 kb’lik
delesyon meydana gelmistir fakat bu bolgede gen bulunmamaktadir.

22q12.3 bolgesinde 114,267kb’lik duplikasyon meydana gelmistir. Bu bolgede
IFT20 geni Bardet- Biedl sendromu 19 ile iliskilendirilmistir.
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Sekil 16. 8 nolu hastaya ait 22q12.3 bolgesinde 114,267 kb’lik duplikasyon

Bu hasta ilerleyen gelisim donemlerinde Bardet- Biedl sendromu agisindan ve
CFH, CFHRI1 ve CFHR3 genlerinin nérolojik bakimdan iligkili oldugu; ndbet, koma,
biligsel bozukluklar, istemli hareketlerin kaybolmasi ve konusma bozukluklar

bakimindan izlenecektir.
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5. TARTISMA

Array CGH yontemi ile MR tanisi, diger rutin tan1 yontemlerine gore ¢ok daha
yuksek ayrintida sonu¢ vermektedir. Bu teknik kopya say1 varyantlarini (delesyon,
duplikasyon) ve boyutlarin1 analiz ettigi i¢in hastalarin daha net tanilarinin
konulabilmesi saglar. Bu yonden array CGH yonteminin MR tamisindaki yeri
blydktar.

Orta seviyede MR siiphesi, mikrosefali ve epilepsi goriilen 10 yasindaki erkek
hastanin array CGH analizinde sadece 19913.43 bolgesinde 2,248 kb’lik kii¢iik bir
delesyon saptanmigtir. Bu bolgede yer alan PEG3 (Paternally expressed gene 3) geni
OMIM’de dogrudan bir hastalikla iligkili olmayip, bu genin litetatiirde MR ile
iliskilendirilmis bir vakasi bulunmamaktadir. Bu bolgede yer alan bir diger gen olan
ve OMIM’de bulunmayan ZIM2 (Zinc-finger gene 2 from imprinted domain) geni de
ayni sekilde herhangi bir sendrom ile iliskilendirilmis bir gen degildir. Kim ve ark.
(2000) RT-PCR calismalarinda ZIM2 geninin 2,5 ve 9.0 kb uzunlugunda transkript
iirettigini ve bu transkriptlerin yetigkin testislerinde yliksek oranda, fetal beyin ve
bobrekte diisiik oranda eksprese olduklarini bildirmislerdir. Fakat bu genlerin
delesyonlar1 ile ilgili literatiirde array CGH ¢alismalar1 ya da taniya yonelik elde
edilen bulgular bulunmamaktadir. Bu bolgedeki delesyonun hastanin fenotipine ne
sekilde etki ettigini gostermek i¢cin bu genlerin etki mekanizmalarinin {izerinde
calisilmas1 gerekmektedir.

2 nolu hasta disi birey olup, caligmalarda referans olarak erkek referans
kullanilmistir. Bunun sonucunda farkli referans DNA kullanilmasindan dolay1 erkek-
disi kromozomal c¢akisma olmustur ve hasta degerlendirilememistir. Bu durum
hastanin X kromozomunda ¢ok sayida anomalinin goriilmesi seklinde bir sonug
vermistir ve bu veri hastanin ger¢ek sonucunu yansitmamaktadir. Bu baglamda array
CGH c¢alismalarinda dogru referans DNA’smnin  kullanilmasimnin  array CGH
sonuglarin1 ne denli énemli 6l¢iide etkiledigini ve dogru sonuglarin alinmasinda ne
kadar etkili oldugunu sonucunu ¢ikartmistir.

Hastalar igerisinde en biiyilk kopya say1 degisimi 3 nolu hastada 27.382.387
kb’lik bir 4p16.3 duplikasyonu seklinde gézlenmistir. Bu duplikasyon bdolgesinde
OMIM’de dogrudan hastalikla ilgili 19 gen bulunmaktadir. Bununla birlikte
OMIM’de dogrudan hastalikla iliskili olmayan ve OMIM’de yer almayan genler de
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bu hastada ¢ok sayidadir. Bu 19 genin 4p16.3 duplikasyonu ile uyumlu oldugu ayrica
hastanin endikasyonunun destekledigi saptanmustir.

4 nolu hastada 15q11.2 boélgesinde 315.334 kb’lik delesyon meydana gelmistir.
Bu bdlgedeki NIPAL geni herediter spastik pleji tip 6 ile iliskili bir gendir. Bununla
birlikte literatirde 15q11.2 mikrodelesyon sendromu ile iligkilendirilmistir. Hastanin
dismorfik Ozelliklerinde burun kokii basik, kaslari birlesik, iki elde klinodaktili
seklinde bulgular1 vardir. Bunlarla birlikte 15q11.2 mikrodelesyon sendromunda
gelisme geriliklikleri, konugsma problemleri, dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu
ve otizm seklinde yaygin belirtileri vardir. 15q11.2 bolgesinde olusan 315,334 kb’lik
delesyon icerisinde yer alan CYFIP1, TUBGCP5, NIPA2 genleri OMIM’de
dogrudan bir hastalik ile iliskilendirilmemistir. Fakat bununla birlikte CYFIP1 geni
FMRP (Frajil X mental retardasyon sebebi proteini) ile etkilesim igerisinde olup
FMR1 genini kodlamaktadir (Schenck ve ark., 2001). CYFIP1 geni ayrica GTPaz
RACI ile de etkilesim igerisine girer ki bu da noronal yapinin gelisimi ve onarimini
kapsamaktadir (Kobayashi ve ark., 1998). TUBGCP5 (TUBG Complex-Associated
Protein 5) geninin RT-PCR analizleri sonucu tim dokularda ekspresyona ugradigi
saptanmistir. Bununla birlikte subtalamik nukleusta ylksek oranda eksprese
goriilmustir (Nagase ve ark., 2001). Subtalamamik niikleus, beyindeki karmagik
motor aktivitelerin yonetildigi boliim olan bazal gangliyonun bilesenlerinden biridir.
Bu nukleusta meydana gelen anomaliler dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu ve
obsesif kompulsif bozukluk ile iliskilendirilmistir (Francois ve ark., 2004). NIPA 2
geni de tum dokularda eksprese olan bir proteindir.

Fakat bu bilgilerle birlikte CYFIP1, TUBGCP5, NIPAl ve NIPA2 genleri
birlikte degerlendirildiginde 15q11.2 sitobandinda yer alan ve kirilma noktas1 1(bp1)
ile kirilma noktas1 3(bp3) arasindaki bolgede yer aldiklar: bildirilmistir. Sekil 15°te
kromozom (Uzerinde 15q11.2 sitobandinda yer alan bu genler kirilma noktalariyla
birlikte gosterilmistir. Bu bolgedeki delesyon tip 1 15q11.2 mikrodelesyon sendromu
olarak adlandirilmigtir. TUBGCP5 disindaki 3 gen merkezi sinir sisteminde yiiksek
oranda eksprese olmaktadir. Bu bolgeden orijinlenen sendromlar Prader-Willi

Sendromu veya Angelman Sendromudur (Doornbos ve ark., 2009).
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Sekil 17. 15q11.2 bolgesindeki Bpl ve BP2 kirilma noktalari arasinda kalan genler ve Tipl
15g11.2 delesyonu (Doornbos ve ark., 2009)

Cox ve ark. (2015), 15g11.2 mikrodelesyon sendromu tip 1 hastasi olan 200 birey ile
calismislardir. Bunun sonucunda hastalar1 klinik o6zelliklerine goére 5 gruba
ayirmiglardir.

Tablo 8. 15g11.2 tip 1 mikrodelesyon sendromunda saptanan klinik bulgular ve
yuzdeleri (Cox ve ark., 2015)

Klinik Bulgular Yizdelik Dilim
Gelisim geriligi ve konugma problemleri %73- %67
Dismorfik kulak ve damak anomalileri %46- %46
Yazma ve okuma gili¢ligi %60- %57
Hafiza problemleri ve sozle 1Q degerleri | %60- %50
(<75)

Davranig problemleri- beyin anomalisi %55- %43

Tabloda siniflandirilmaya alinmayan fakat dikkate alinan bulgular ise epilepsi (%26),
otizm (%27), dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu ( %35), sizofreni ve psikozlar
(%20), motor gerilikler (%42) seklinde degerlendirilmistir.

Hastada zeka geriligi, 8 yildir siiren epilepsi, dikkat eksikligi, 6grenme giigliigii,
hiperaktivite bulgular literatiir ile uyumluluk gostermektedir. Ayrica hastanin IQ test

sonucu 55 olup, hafif dereceli mental retardasyon bulgusu saptanmis olmasi mental
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retardasyonu desteklemektedir.

5 nolu hastada 6p25.3 bolgesinde 33,825kb’lik delesyon, 14q11.2 bolgesinde
413,296kb’lik delesyon saptanmistir. Fakat bu bolgelerde gen bulunmamaktadir. Bu
sonucun de novo olup olmadigi hakkindaki bilgi ancak aileninde array CGH
analizleri yapilarak acgiklanabilecektir. 16p11.2-11.1 bdlgesinde 721,14 kb’lik
duplikasyona ugramis bir bolgede ise MR ile iliskili bir gen bulunmamaktadir.
Bununla birlikte bu bélgede OMIM’de kayitli olmayan genler mevcuttur. Bu genler
LINC01566, FRG2DP, TP53TG3HP, FLJ2645 olmak Uzere 4 tanedir ve literatiirde
herhangi bir sendrom ile iliskilendirilmemislerdir. 17q24.2 bolgesinde 152,023kb’lik
bir delesyon vardir. Bu delesyon bolgesinde yer alan AMZ2 genini erkeklerde
infertilite ile iliskilendirmislerdir. AMZ2 geni erkeklerde testislerde spermatosit
olgunlagmasinin bloke olmasi ya da Sertoli cell-only sendromu olarak adlandirilan
erkekte infertiliteden sorumlu gendir. (Lin ve ark., 2006). ARSG ise lizozomal bir
enzim olup, heparan siilfatin (karaciger ve akcigerde kan pihtilagmasini 6nleyen bir
glikozaminoglikan) yikilmasini saglar (Kowalewski ve ark., 2012). 3 yasindan
itibaren otizmden takip edilen 10 yasindaki erkek hastamizda konusma geriligi, 1,5-
2 yaglarindan itibaren ¢evreye ilgisizlik ve alin genisligi bulgular1 vardir. Fakat hasta
array CGH 60K mikroarray platformu ile belirlenen molekuler karyotipleme sonucu
normal bulunmustur. Hastada bu durumlari olusturan nedenlerin 60K platformunda
saptanamadig1 diisliniilmistiir. Hastanin endikasyonlar1 dogrultusunda tanisinin
aydinlatilabilmesi i¢in daha yiiksek ¢Oziiniirlik saglayan arrayler ya da tum genom
dizilimesine olanak saglayan yeni nesil sekanslama yontemlerinin uygulanmasi
Onerilmektedir. Array CGH ile baz diizeyinde mutasyonlar saptanamamaktadir.
Hastanin durumunun bu mutasyonlardan kaynakli olup olmadigini gorebilmek igin
yeni nesil sekanslama yontemi ile ileri analizinin yapilmasi 6nerilmektedir.

6 nolu hasta 15 yasinda disi birey olup, Xkromozomunun p11.23 bdélgesinde
3,894 kb’lik delesyon saptanmistir. Bu bolgede bulunan ZNF41 geni ise OMIM’de
dogrudan mental retardasyona sebep oldugu bildirilmemekle birlikte MR’a neden
olan ve iizerinde ¢alisilmasi gereken genler kategorisinde yer almaktadir. Literatlrde
bu durumun mental retardasyon ile iligkili olduguna dair vakalar bildirilmistir.
Shoichet ve ark. (2003), gelisim geriligi olan 7 yasindaki bir kiz hastanin 6ykiisiinde;

2 yasindayken konusma ve ylirlimesi daha baslamamis, psikomotor gelisimi
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tamamlanmamisg, yaklasik 4 yasinda myoklonik epilepsi teshisi konmus ve 5
yasindayken fiziksel gelisiminin normal oldugunu ayrica dismorfik anomalilerin
olmadigi rapor etmislerdir. Yapmis olduklar1 analizlerde ZNF41 transkriptlerinin
hastanin hiicrelerinde bulunmadiklarini saptamislar ve ZNF41 geninindeki fonksiyon
kaybin1 mental bozukluklar ile iligkilendirmislerdir. Buna ek olarak Piton ve ark.
(2013), ZNF41’in X’e bagli mental retardasyon olusturacagi yoniinde literatiirde
yeterli bilgi bulamadiklar1 i¢in bu durumun X’e bagli mental retardasyona yol agan
genler igerisinde tekrar sorgulanmasi gereken genler kategorisinde ele almislardir.
(Sekil 1)

Piton ve ark. (2013), NHLBI Exome Variant Server’t kullanarak ZNF41’in
P111L varyantin1 2 erkek ve 8 disi bireyde teshis etmislerdir. Shoichet ve ark. (2003)
X’e bagli mental retardasyonu olan erkek bir hastada ise 479-42A-C mutasyonu
saptamiglardir. Bunu ZNF41’in ek varyantlarmin kaybi ile sonuglanmislardir. Bu
hastada 10 yasindayken agir konugma problemleri, matematiksel yeteneginin
olmadigi, hiperaktivite ve agresiflik gibi duygu durum bozukluklari ve bunlarla
birlikle 6zel egitim almasi gerektigini saptamislardir. Hastanin annesinin mutasyonu
tasidigi, ablasinin da mutasyondan hafif durumda etkilendigini bildirmislerdir.

Yiiriiyemeyen ve sandalyeye bagimli olan hastamizda, son 2 yildir konusmaya
bagladigi, tuvalet egitimini 8 yasinda kazanmadigi kaydedilmistir. Literatiirde
bildirilen ZNF41’in X’e baghh mental retardasyona yol agan silipheli genler
kategorisinde degerlendirilmis oldugundan bu hasta da ayn1 sekilde mental
retardasyon siliphesi tasimaktadir. Bununla birlikte hastada dismorfik bir anomalinin
olmamas: literatiirdeki  vaka ile  benzerlik  gostermektedir. = Hastanin
11.kromozomunda 0.1 kb’lik bir delesyon saptanmistir. Bu bélgede dogrudan
hastalikla iliskili olan gen H19’tur. Bu gen Beckwith-Wiedemann syndrome ile
iliskilidir. Hastada saptanan bu kopya say1 varyantlar1 kii¢ciik boyutlardadir. Ayrica
bu bolgedeki mutasyonu saptamaya yonelik prob sayisi azdir. Bu nedenle hastanin
daha yiiksek ¢oziiniirliik saglayan bir array yontemi ile ya da yeni nesil sekanslama
ile analiz edilmesi Onerilmistir.

7 nolu 10 yasindaki erkek hastamizda 2q13 bolgesinde saptanan 102,261 kb’lik
delesyon OMIM’de Joubert Sendrom 4 ile iliskilendirilmistir. Parisi ve ark. (2004), 2
kardeste hafif derecede Joubert Sendromu teshis etmislerdir. Kardeslerden biri (10
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yasinda) hafif motor kaybi, hafif kognitif bozukluk, hipotoni, konjenital bas egikligi,
anormal g6z hareketleri ve nefrofitizis (otozomal resesif kalitilan kistik renal
hastalik) teshis edilmistir. Manyetik rezonans goriintiillemede serebellar vermis
hipoplazisi ve molar dis isareti saptanmistir. 8 yasindaki diger kardeste ise normal
kognitif 0zellikler ve renal hastalik disinda diger bulgular aynidir. Buna karsin retina
distrofisi vardir. Iki kardestede NPHP1 geninin homozigot delesyonu saptanmustir ve
bu genin nadir Joubert Sendromuna neden olan gen oldugu kararini vermislerdir.
Ayrica bu genin nefrofitizisden de sorumlu oldugunu bildirmislerdir.

10 yasindaki erkek hastamizda MR, mental ve motor becerilerde gerilik, mindr
fasial dismorfizm (kepce kulaklar, hipertelorizm, bozuk dis yapisi, liggen yiiz
gorinimu), makroorsidi ve konusma bozuklugu vardir. Literatiirdeki vaka ile mental
retardasyon, motor becerilerin kaybi1 bakimindan uyumluluk gostermektedir. Fakat
bu hastaya ait manyetik rezonans goriintiileme sonuglari olmadigi i¢in bu durum
Joubert Sendromu ile iliskili goriilebilecek yeterli bilgiyi icermemektedir. Hastada
X11.23 bolgesinde 3,893 ve 3,894 kb boyutlarinda delesyon gozlenmistir, bu
bolgede ZNF41 geni bulunmaktadir. Bu gen bir 6nceki vakada oldugu hastanin array
CGH goriintiistinde yiiksek ¢oziiniirlik gostermedigi i¢in diglanmustir.

6 ve 7 nolu hastalarimizda ZNF41 geni kii¢iik boyutlarda saptanmigtir. Bu genin
delesyonunun hastanin fenotipindeki etkilerini daha net gosterilebilmesi igin bu
genin etki mekanizmasinin iizerinde calisilmasi gerekmektedir. 7 nolu hasta icin ileri
analiz yontemleri ile bu genin arastirilmas: dnerilmistir.

8 nolu 4 aylik erkek bebek hastanin karyotip analizinde komplex marker
saptanmistir. Array CGH analizinde ise 1q31.3 kromozom bdlgesinde 94,302kb’lik
duplikasyon saptanmistir. Bu bolgedeki CFH3, CFHR3, CFHR1 genleri
bulunmaktadir. CFH kardiyovaskiiler agidan hipertansiyon ile iliskilidir. Ozellikle
atipik hemotilitik tGremik sendromla (a-hus) baglantilidir. A-husun meydana gelme
sebeplerinden biri genetik mutasyondur. A-hus hastalarinin %48’inde  erken
baslangi¢li ndbetler, hipotoni, gelisim geriligi seklinde nérolojik semptomlar ile
ortaya ¢ikar (Neuhaus ve ark., 1997). Mutasyona ugrayan CFH geninden etkilenen
protein Faktor H’ dir. Goriilme siklig1 %20-30° dur. A-hus ile iliskili diger genler
olan CFHR1 ve CFHR3’ den etkilenen proteinler CFHR1/R3’tiir. Goriilme sikligt
%6’dir (Noris ve ark., 2009, Noris ve ark., 2010). A-hus esas olarak viicuttaki

54



immiin sistemin Oli hiicrelerin yikiminda islevsel kompleman sistemin kontrolsiiz
aktivasyonundan kaynaklanir. Kompleman sistem kendi yikict etkisinden
korunmasimi saglayan proteinler tarafindan diizenlenir. A-hus bu proteinlerde
meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanir.

Gastrointestinal bolgede kiiclik cocuklarda goriilen, shigella tarafindan meydana
gelen tipik hus ya da E.coli 0157-H7 tarafindan meydana gelen gastroenterik
diyareler ile iliskilidir. Genitolriner sistemde bobrekleri etkiler. Akut renal
yetmezlik, kii¢iik ¢ocuklarda altina kagirma meydana gelebilir. Norolojik olarak
merkezi sinir sistemini etkileyebilir. NObet, koma, bilissel bozukluklar, istemli
hareketlerin kaybolmasi, konusma bozukluklari ile iligkilidir. Hematolojik sistemde
eritrositlerde yikim ile karakterize olan mikroanjiyopatik hemolitik anemi,
trombositopeni, olgunlasmamus eritrositler (retikilosit), pargalanan ve bos hale gelen
eritrosit (sistosit), bobrek yetersizliklerinde goriilen ¢evresi dikensi ¢ikintilarla ¢evrili
eritrositler (ekinosit) ile iliskili olabilirler. Immiinolojik sistemde kompleman
sistemin duzenlenmesinde problemler, fonksiyonel faktor H eksikligi ile sonuglanan
faktor H antikorlar1 olusabilir. Laboratuvar analizleri sonucu azalan hemoglobinler,
kanda artan (re nitrojen (BUN- azot miktarinin incelenmesiyle bobrek
fonksiyonlarmin yeterliligini 6lgen test), fazla kreatinin, azalmis serum faktor H,
serum faktor 1, serum faktor C3, serum faktér B (a-hus ile iliskili), artmis kolesterol
(hiperlipidemi), von Willebrand factor-cleaving proteazin normal aktivitesi seklinde
bulgular gozlenir. Molekiiler temelde ise tamamlayic1 faktor H genindeki
mutasyonlar CFH, CFHR1 ve CFHR3 delesyonlar ile iliskilidir.

Hasta bu (¢ genin iliskili oldugu biligsel bozukluklar, istemli hareketlerin
kaybolmasi ve konusma bozukluklar1 gibi mental motor sebeplerin gerilikleri
bakimindan ilerleyen yas donemlerinde takip edilecektir.

Hastamizda 2q37.3 kromozom bélgesinde saptanan 150,722 kb’lik delesyon ve
14911.2 kromozom bolgesinde saptanan 299,064 kb’lik delesyon bolgesinde gen
bulunmamaktadir. Bu durumun de novo olarak meydana gelip gelmediginin
bilinmesi igin aile bireylerininde array CGH analizleri yapilmasi onerilir. Hastada
bir diger saptanan bulgu 22q12.3 bdlgesinde 114,267kb’lik duplikasyondur. Bu
bolgede IFT20 geni OMIM’de Bardet- Biedl sendromu 19 ile iliskilendirilmistir.

Otozomal resesif kalitim goOsteren nadir bir hastaliktir. Bu sendrom retinopati,
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polidaktili ve obezite ile karakterizedir. Aldahmesh ve ark. (2014), Bardet-Biedl
sendromu olan iki hastada ek olarak norolojik bakimdan mental retardasyonda
saptamislardir. Bu sendromun meydana gelmesinden sorumlu en az 20 gen teshis
edilmistir. Klinik heterojenite gostermektedir (Priya ve ark., 2016). 22g12.3
bolgesinde ayrica dogrudan bir hastalikla iligkili olmayan PVALB geni de
saptanmistir. Bebek oldugu icin norolojik bulgulari heniiz saptanamayan bu
hastamizda hasta array CGH analizinde belirlenen durumlar bakimindan izlenecektir.

Mental retardasyon blylk heterojeniteye sahip ¢oklu aberasyonlari igeren
norolojik bir durumdur. Bu nedenle MR’da dogrudan hastalikla iliskilendirilmemis
bir¢ok genin fonksiyonlarmin anlasilmasi i¢in etki mekanizmalarina dair ¢aligmalarin
arttiritlmas1 gerekmektedir. Mental retardasyonun etiyolojik nedenlerinde en buyik
simifin bilinmeyen nedenleri olusturmasi, analiz yontemlerinin gili¢lerinin ya da
cozinurliklerinin kisitl olmasindan kaynaklanmaktadir. Mental retardasyonun rutin
tanisinda kullanilan FISH ve MLPA yontemlerinin aksine array CGH tim genom
analizine olanak sagladigi i¢in molekiiler diizeyde karyotiplendirme olanagi sunar.
Array CGH, kopya say1 varyantlarinin belirlenmesinde, dogrudan hastalikla iliskili
olmayan genlerin aday genler olarak siniflandirilabilmesine olanak saglayan ve bu
baglamda yiiksek ¢oziiniirliik giicli sunan bir tan1 yontemidir. Tim kromozomlarin
molekiler dizeyde karyotiplendirilmesine imkan sunarak mental retardasyon

hastalarinin daha net tanilarin konulmasini saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tezimizde array CGH ile analizleri gerceklestirilen 8 hastanin 5’inde normal
sonug¢ elde edilmistir. Bir hastada 4p16.3 duplikasyonu saptanmistir. Bir hastada
15q11.2 mikrodelesyon sendromu saptanmistir. Bir hastada yanlis referans
kullanilmasina bagli olarak net sonug elde edilememistir. Bu sonuglarla birlikte iki
hastada mental retardasyon bakimindan aday gen olan ZNF41 tespit edilmis olup, bu
genin etki mekanizmasinin aydinlatilmasina dair hastalarin ileri analizleri
onerilmigtir. Normal saptanan bir hasta, bebek olmasi sebebiyle saptanan bulgu
dogrultusunda norolojik semptomlart heniiz gostermedigi i¢in ilerleyen gelisme
donemlerinde izlenmesi ve genetik danigma verilmesi onerilmistir.

Bu tezimizde array CGH yonteminin rutinde kullanilan tani1 yontemlerine gore
ileri bir teknik oldugu gozlemlenmistir. Bu dogrultuda yiiksek rezoliisyon saglamasi
ve hastaliktan sorumlu genlerin de aragtirlmasina olanak sagladigi igin, mental

retardasyon hastalarinda ileri tan1 yontemi olarak belirlenmistir.

57



7. KAYNAKLAR

AAIDD (American Association on Intellectual Developmental Disabilities) Intellectual disability:
Definition, classification, and systems of supports. Washington, DC: AAIDD; 2010.

Aldahmesh MA, Li Y, Alhashem A, Anazi S, Alkuraya H, Hashem M, Awaji AA, Sogaty S,
Alkharashi A, Alzahrani S, Al Hazzaa SA, Xiong Y, Kong S, Sun Z, Alkuraya FS. IFT27,
encoding a small GTPase component of IFT particles, is mutated in a consanguineous family with
Bardet-Biedl syndrome. Hum Mol Genet. 2014 Jun 15;23(12):3307-15.

An Introduction to Genetic Analysis. 7th edition. Griffiths AJF, Miller JH, Suzuki DT, Lewontin RC,
Gelbart WM. New York: W. H. Freeman. 2000.

APA (American Psychiatric Association) Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders.
5.Edition. Washington DC: APA; 2013. p.31-80

Ballif BC, Rorem EA, Sundin K, Lincicum M, Gaskin S, Coppinger J, Kashork CD, Shaffer LG,
Bejjani BA. Detection Of Low-Level Mosaicism By Array CGH In Routine Diagnostic
Specimens. Am J Med Genet A. 2006 Dec 15;140(24):2757-67.

Ballif BC, Sulpizio SG, Lloyd RM, Minier SL, Theisen A, Bejjani BA, Shaffer LG. The Clinical
Utility Of Enhanced Sub-Telomeric Coverage In Array CGH. Am J Med Genet A. 2007,
143A:1850-7.

Baptista J, Mercer C, Prigmore E, Gribble SM, Carter NP, Maloney V, Thomas NS, Jacobs PA, Crolla
JA. Breakpoint Mapping and Array CGH in Translocations: Comparison of a Phenotypically
Normal and an Abnormal Cohort. Am J Hum Genet. 2008. 11;82(4): 927-936

Bardoni, B., Moro, A., Bagni, C., Mandel, J. L. A Highly Conserved Protein Family Interacting With
The Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP) and Displaying Selective Interactions With
FMRP-Related Proteins FXR1P and FXR2P. Proc. Nat. Acad. Sci. 2001. 98: 8844-8849

Bejjani BA, Shaffer LG. Application of Array-Based Comparative Genomic Hybridization to Clinical
Diagnostics. J Mol Diagn. 2006 Nov; 8(5): 528-533.

Batty GD, Deary IJ, Gottfredson LS. Premorbid (Early Life) 1Q And Later Mortality Risk:
Systematic Review. Annals Of Epidemiology. 2006. 17,278-288.
doi:10.1016/j.annepidem.2006.07.010

Bishop R. Applications Of Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) In Detecting Genetic
Aberrations Of Medical Significance. Bioscience Horizons. 2010. 10.1093/biohorizons/hzq009

Bouhadiba Z, Dacher J, Monroc M, Vanhulle C, Ménard JF, Kalifa G. MRI Of The Brain In The
Evaluation Of Children With Developmental Delay. J Radiol. 2000;81:870.

Christian JC, Dexter RN, Palmer CG, Muller J. A Family With Three Recessive Traits And
Homozygosity For A Long 9gh+ Chromosome Segment. Am J. Med. Genet. 1980. 6: 301-308
Ciccone R, Giorda R, Gregato G, Guerrini R, Giglio S, Carrozzo R, Bonaglia MC, Priolo E, Lagana
C, Tenconi R, Rocchi M, Pramparo T, Zuffardi O, Rossi E. Reciprocal Translocations: A Trap For

Cytogenetists? Hum Genet 2005;117:571-82.

58


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24488770

Cox DM, Butler MG. The 15q11.2 BP1-BP2 Microdeletion Syndrome: A Review. Int J Mol Sci.
2015 Feb; 16(2): 4068-4082.

Deary 1J, Strand S, Smith P, Fernandes C. Intelligence and educational achievement. Intelligence.
2007. 35, 13-21.

Doornbos M, Raddatz BS, Ruijvenkamp CAL, Dijkhuizen T, Bijlsma EK, Gijsbers ACJ, Hofstee YH,
Hordijk R, Verbruggen KT, Frederikse WS, Essen TV, Kok K, Silfhout AT, Breuning M,
Ravenswaaij CMA. Nine patients with a microdeletion 15q11.2 between breakpoints 1 and 2 of
the Prader-Willi critical region, possibly associated with behavioural disturbances. European
Journal of Medical Genetics 52 (2009) 108-115

Elliott TS, Swartz DA, Paisley EA, Mangian HJ, Visek WJ, Kaput JF. 1Fo-ATPase subunit gene
isolated in a screen for diet regulated genes. Biochem. Biophys. Res. Commun. 190: 167-174,
1993.

Evans BO. Mental Retardation. In: Evans BO Ed. Manual of Child Neurology. Edinburg, 1987; 149-
57.

Raymond FL, Knight SJL. Monogenic Causes of Mental Retardation, (ed): Genetics of Mental
Retardation. Monogr Hum Genet. Basel, Karger, 2010, vol 18, pp 89-100

Flint J, Wilkie AO, Buckle VJ, Winter RM, Holland AJ, McDermid HE. The detection of
subtelomeric chromosomal rearrangements in idiopathic mental retardation. Nat Genet. 1995.
9(2):132-40.

Francois C, Grabli D, McCairn K, Jan C, Karachi C, Hirsch E, Feger J, Tremblay L. Behavioral
disorders induced by external globus pallidus dysfunction in primates 2. Anatomical study. Brain.
2004 Sep;127(Pt 9):2055-70. Epub 2004 Aug 3.

Cappuccio G, Vitiello F, Casertano A, Fontana P, Genesio R, Bruzzese D, Ginocchio VM, Mormile
A, Nitsch L, Andria G, Melis D. New insights in the interpretation of array-CGH: autism spectrum
disorder and positive family history for intellectual disability predict the detection of pathogenic
variants. Ital J Pediatr. 2016; 42: 39. 2016 April2.

Gottfredson LS, Deary 1J. Intelligence predicts health and longevity, but why? Current Directions in
Psychological Science. 2004

Handbook of Developmental Psychiatry. Hans Steiner. Standford University, USA. 2011.

Holinski FE, Reyniers E, Uhrig S, Golla A, Wauters J, Kroisel P, Bossuyt P, Rost I, Jedele K, Zierler
H, Schwab S, Wildenauer D, Speicher MR, Willems PJ, Meitinger T, Kooy RF. Familial mental
retardation syndrome ATR-16 due to an inherited cryptic subtelomeric translocation,
t(3;16)(929;p13.3). Am J Hum Genet. 2000. 66(1):16-25.

Horak CE, Snyder M. ChIP-chip: a genomic approach for identifying transcription factor binding
sites. Methods in enzymology. 2002; 350:469-483.

http://hdsa.org/  Huntington's Disease Society of America

http://www.genetiks.com.tr/dnabook-tr/lkromozomal-hastaliklar/yapisal-kromozom-anomalileri/

https://www.genome.gov/11508982/chromosome-abnormalities-fact-sheet/#al-5

59



lyer VR, Horak CE, Scafe CS, Botstein D, Snyder M, Brown PO. Genomic binding sites of the yeast
cell-cycle transcription factors SBF and MBF. Nature. 2001; 409:533-538.

Kalsoom U, Klopocki E, Wasif N, Tarig M, Khan S, Hecht J, Krawitz P, Mundlos S, Ahmad W.
Whole exome sequencing identified a novel zinc-finger gene ZNF141 associated with autosomal
recessive postaxial polydactyly type A. J. Med. Genet. 2013. 50: 47-53

Kim J, Ashworth L, Branscomb E, Stubbs L. The human homolog of a mouse-imprinted gene, Peg3,
maps to a zinc finger gene-rich region of human chromosome 19913.4. Genome Res.1997. 7: 532-
540

Knight SJ, Regan R, Nicod A, Horsley SW, Kearney L, Homfray T, Winter RM, Bolton P, Flint J.
Subtle chromosomal rearrangements in children with unexplained mental retardation. Lancet.
1999. 354, 1676-1681

Ciaccio C, Dordoni C, Ritelli M, Colombi M. Koolen-de Vries Syndrome: Clinical Report of an Adult
and Literature Review. Cytogenet Genome Res. 2016 Nov 17.

Korenberg JR, Chen XN, Hirota H, Lai Z, Bellugi U, Burian D, Roe B, Matsuoka R. Genome
structure and cognitive map of Williams Syndrome, J Cogn Neurosci 2000; 12: 89-107.

Kowalewski B, Lamanna WC, Lawrence R, Damme M, Stroobants S, Padva M, Kalus I, Frese MA,
Lubke T, Lullmann RR, D'Hooge R, Esko JD, Dierks T. Arylsulfatase G inactivation causes loss
of heparan sulfate 3-O-sulfatase activity and mucopolysaccharidosis in mice. Proc. Nat. Acad. Sci.
2012.109: 10310-10315

Kuroda S, Fukata M, Nakamura T, Nagase T, Nomura N, Matsuura Y, Kubomura NY, Iwamatsu A,
Kaibuchi K. p140Sra-1 (specifically Racl-associated protein) is a novel specific target for Racl
small GTPase. J. Biol. Chem. 1998. 273: 291-295

Lin YH, Lin YM, Teng YN, Hsieh TY, Lin YS, Kuo PL. Identification of ten novel genes involved in
human spermatogenesis by microarray analysis of testicular tissue. Fertil. Steril. 2006. 86: 1650-
1658

Lugtenberg D, Veltman JA, van Bokhoven H. High-resolution genomic microarrays for X-linked
mental retardation. Genet Med. 2007;9:560-5.

Martens MA, Wilson SJ, Reutens DC. Williams Syndrome: a critical review of cognitive, behavioral,
and neuroanatomical phenotyoe. Journal of Child Psychology & Psychiatry. 2008: 576-608.

Martin E, Keller M, Ritter S, Largo RH, Thiel T, Loenneker T. Contribution of proton magnetic
resonance spectroscopy to the evaluation of children with unexplained developmental delay.
Pediatr Res. 2005;58:754-60.

Mefford HC, Batshaw ML, Hoffman EP. Genomics, intellectual disability, and autism. N Engl J Med.
2012;366:733-43.

Mefford HC, Eichler EE. Duplication hotspots, rare genomic disorders, and common disease. Curr
Opin Genet Dev. 2009; 19:196-204. [PubMed: 19477115]

Mental Disorders and Disabilities Among Low-Income Children. The Nationation Academies Press.
2015

Milli Egitim Bakanligi- Cocuk Gelisimi/Zihinsel Engelliler. 2015. Ankara

60



Nagase T, Kikuno R, Ohara O. Prediction of the coding sequences of unidentified human genes. XXI.
The complete sequences of 60 new cDNA clones from brain which code for large proteins. DNA
Res. 2001. 8: 179-187

Noris M, Caprioli J, Bresin E, Mossali C, Pianetti G, Gamba S, et al. Relative role of genetic
complement abnormalities in sporadic and familial aHUS and their impact on clinical phenotype.
Clin J Am Soc Nephrol 2010;5:1844-59.

Noris M, Remuzzi G. Atypical hemolytic-uremic syndrome. N Engl J Med.2009; 361:1676-87.

Okada K, Inoue A, Okada M, Murata Y, Kakuta S, Jigami T, Kubo S, Shiraishi H, Eguchi K,
Motomura M, Akiyama T, lwayama Y, Higuchi O, Yamanashi Y. The muscle protein Dok-7 is
essential for neuromuscular synaptogenesis. Science 312: 1802-1805,2006

Okan M, Ozdemir O. (2005) Cocuklarda Mental Retardasyon. Giincel Pediatri 2005 ; 3 : 62-66

Parisi MA, Bennett CL, Eckert ML, Dobyns WB, Gleeson JG, Shaw DWW, McDonald R, Eddy A,
Chance PF, Glass IA. The NPHP1 gene deletion associated with juvenile nephronophthisis is
present in a subset of individuals with Joubert syndrome. Am. J. Hum. Genet. 2004. 75: 82-91

Petrij F, Giles RH, Dauwerse HG, Saris JJ, Hennekam RC, Masuno M, Tommerup N, van Ommen
GJ, Goodman RH, Peters DJ. Rubinstein-Taybi syndrome caused by mutations in the
transcriptional co-activator CBP. Nature. 1995. 376(6538):348-51.

Pinkel D, Albertson DG, 2005. Comperative Genomic Hybridization. Annu Rev Genomics Hum
Genet 6:331-354.

Piton A, Redin C, Mandel JL. XLID-causing mutations and associated genes challenged in light of
data from large-scale human exome sequencing. Am. J. Hum. Genet. 2013. 93: 368-383

Poplawski NK. Investigating Intellectual Disability: A Genetic Perspective. J Pediatri Child Health
2003;39:492.

Pratt HD, Greydanus DE. Intellectual Disability (Mental Retardation) in Children and Adolescents
Prim Care. 2007 Jun;34(2):375-86; abstract ix.

Priya S, Nampoothiri S, Sen P, Sripriva S. Bardet-Biedl syndrome: Genetics, molecular
pathophysiology, and disease management. Indian J Opt. 2016 Sept; 64(9):620-627

Puri RD, Tuteja M, Verma IC. Genetic Approach to Diagnosis of Intellectual Disability. Indian J
Pediatr 2016. 83(10):1141-1149

Rauch A, Hoyer J, Guth S, Trautmann U. Diagnostic yield of various genetic approaches in patients
with unexplained developmental delay or mental retardation. Am J Med Genet A. 2006;140:2063—
74.

Ravnan JB, Tepperberg JH, Papenhausen P, Martin CL. Subtelomere FISH analysis of 11 688 cases:
an evaluation of the frequency and pattern of subtelomere rearrangements in individuals with
developmental disabilities. J Med Genet. 2006; 43:478-89.

Redon R, Ishikawa S, Fitch KR, Feuk L, Perry GH, Andrews TD, Fiegler H, Shapero MH, Carson
AR, Chen W, Kyung Cho E, Dallaire S, Freeman JL, Gonzélez JR, Gratacos M, Huang J,
Kalaitzopoulos D, Komura D, MacDonald JR, Marshall CR, Mei R, Montgomery L, Nishimura K,
Okamura K, Shen F, Somerville MJ, Tchinda J, Valsesia A, Woodwark C, Yang F, Zhang J, Zerjal

61



T, Zhang J, Armengol L, Conrad DF, Estivill X, Tyler-Smith C, Carter NP, Aburatani H, Lee C,
Jones KW, Scherer SW, Hurles ME. Global variation in copy number in the human genome.
Nature 2006 444(7118):444-454

Riess O, Thies U, Siedlaczck I, Potisek S, Graham R, Theilmann J, Grimm T, Epplen JT, Hayden
MR. Precise mapping of the brain alpha 2-adrenergic receptor gene within chromosome 4p16.
Genomics. 1994 Jan 15;19(2):298-302.

Ropers HH, Hamel BC. X-linked mental retardation. Nat Rev Genet. 2005;6:46-57

Ross MT. The DNA sequence of the human X chromosome. Nature. 2005; 434:325-337. [PubMed:
15772651]

Salinas S, Proukakis C, Crosby A, Warner TT. Hereditary spastic paraplegia: clinical features and
pathogenetic mechanisms. Lancet Neurol 2008;7:1127-38.

Schaeffer AJ, Chung J, Heretis K, Wong A, Ledbetter DH, Lese Martin C. Comparative genomic
hybridization-array analysis enhances the detection of aneuploidies and submicroscopic
imbalances in spontaneous miscarriages. Am J Hum Genet. 2004 Jun;74(6):1168-74

Schena M, Shalon D, Davis RW, Brown PO. Quantitative monitoring of gene expression patterns with
a complementary DNA microarray. Science 1995. 270 (5235): 467-470.

Shaffer LG, Bejjani BA, Torchia B, Kirkpatrick S, Coppinger J, Ballif BC. The identification of
microdeletion syndromes and other chromosome abnormalities: cytogenetic methods of the past,
new technologies for the future. Am J Med Genet C Semin Med Genet. 2007.145C(4):335-45.

Shoichet SA, Hoffmann K, Menzel C, Trautmann U, Moser B, Hoeltzenbein M, Echenne B,
Partington M, Van Bokhoven H, Moraine C, Fryns JP, Chelly J, Rott HD, Ropers HH, Kalscheuer
VM. Mutations in the ZNF41 gene are associated with cognitive deficits: identification of a new
candidate for X-linked mental retardation. Am. J. Hum. Genet. 2003. 73: 1341-1354

Speicher MR, Carter NP. The new cytogenetics: blurring the boundaries with molecular biology. Nat
Rev Genet 2005. 6: 782 —792.

Strenze T. Intelligence and socioeconomic success: A meta-analytic review of longitudinal research.
Intelligence 2007. 35, 401-426.

Neuhaus TJ, Calonder S, Leumann EP. Heterogeneity of atypical haemolytic uraemic syndromes.
Arch Dis Child 1997;76:518-521

Thompson&Thompson Genetics In Medicine. 2016. 8™ Edition. Sf: 48,55.

Ravel TJL, Koen D, Jean PF, Jorris RV. What’s new in karyotyping? The move towards array
comparative genomic hybridisation (CGH). Eur J Pediatr (2007) 166:637-643

Turkiye Ozurliler Arastirmasi (Turkey Disability Survey). Demir O, Aysoy M. 2002.

Van Buggenhout G, Van Ravenswaaij AC, Maas MN, Thoelen R, Vogels A, Smeets D, Salden I,
Matthijs G, Fryns JP, Vermeesch JR. The del(2)(g32.2g33) deletion syndrome defined by clinical
and molecular characterization of four patients. Eur J Med Genet. 2005. 48(3):276-289

Van Karnebeek CD, Jansweijer MC, Leenders AG, Offringa M, Hennekam RC. Diagnostic
investigations in individuals with mental retardation: a systematic literature review of their
usefulness. Eur J Hum Genet. 2005;13:6-25.

62



Verbruggen KT, Meiners LC, Sijens PE, Lunsing RJ, van Spronsen FJ, Brouwer OF. Magnetic
resonance imaging and proton magnetic resonance spectroscopy of the brain in the diagnostic
evaluation of developmental delay. Eur J Paediatr Neurol. 2009;13:181-90.

Wiame E, Tyteca D, Pierrot N, Collard F, Amyere M, Noel G, Desmedt J, Nassogne, MC, Vikkula M,
Octave JN, Vincent MF, Courtoy PJ, Boltshauser E, van Schaftingen E. Molecular identification
of aspartate N-acetyltransferase and its mutation in hypoacetylaspartia. Biochem. J. 2009. 425:
127-136.

Winnepenninckx B, Rooms L, Kooy RF. Mental Retardation: A review of the genetic causes. The
British Journal of Developmental Disabilities 2003. Vol. 49, Part 1, No. 96, pp. 29-44

Witkop CJ, Jr. Genetic disease of the oral cavity. In: Tiecke, RW. (ed.): Oral Pathology, New York:
McGraw-Hill (pub.) 1965. 810-814.

Wraith JE, Rogers JG, Danks DM. The mucopolysaccharidoses. Aust Paediatr J. 1987 Dec;23(6):329-
34.

Hao XY, Fan CN, He YH, Liu JL, Ge SP. Prenatal Diagnosis of Ellis—van Creveld Syndrome by
Targeted Sequencing. Chin Med J (Engl). 2016 Aug 5; 129(15): 1882-1883.

Zahir F, Friedman JM. The impact of array genomic hybridization on mental retardation research: a

review of current technologies and their clinical utility. Clin Genet. 2007;72:271-87

63



8. OZGECMIS
Kisisel Bilgiler

Ad Betdl Soyadi Isin

Dogum Yeri Canakkale/Merkez |Dogum Tarihi 09.05.1991

Uyrugu T.C TC Kimlik No 36577128212

_ Betulisin91@gmail +90 541 748
E-mail Tel

.com 1717
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih

Yiiksek Lisans |Canakkale Onsekiz Mart Universitesi 2017
Lisans Canakkale Onsekiz Mart Universitesi 2013
Yabanci Dil Sinav Notu
YDS: 67,5

A-Laboratuvar Deneyimi

Kandan ve amniyon sivisindan DNA izolasyonu, PCR uygulamalari, Fragman
analizi yontemi ile QF-PCR (Multipleks PCR), Sekans Analizi ile Kistik Fibrozis,
Connexin, Jel elektroforezi, MLPA teknigi, Nanodrop ile DNA- niikleik asit ve
proteinlerin miktar ve kalite Ol¢limii, tez ¢aligmasinda deneyimlenen array CGH
teknigi

B-Uluslararasi Bildirileri

Silan F, Ari E, Uludag A, Yildiz O, Isin B, Paksoy B, Ozdemir O.The
microdeletion/microduplication profiles in spontaneously aborted fetal materials:
Double blind results of QF-PCR and MLPA techniques. International Biotechnology
Congress. 7-9 May 2015, Bucharest/ROMANIA. Bu arastirma en iyi poster
3.ligii ile odiillendirilmistir.

64



C-Ulusal Sozli Bildirileri

C1- Silan F, Isin B., Oruc M., Yildiz O., Uludag A., Ozdemir O. Genetik
Poliklinigine Dogrudan Klinefelter Sendromu Siiphesiyle Gelen Hastanin Karyotip
ve FISH Analizi Sonucu Mozaik Kleinfelter Sendromu Belirlenmesi. Gevher Nesibe
Tip Giinleri 2016 Tibbi Genetik ve Klinik Uygulamalar1 Kongresi / Kayseri p. S10,
OP07

C2- Silan F., Has H., Isin B., Uludag A., Oru¢ M., Yildiz O., Ozdemir O. Genetik
Poliklinigine Dogrudan Kleinfelter Sendromu Siiphesiyle Gelen Hastanin Karyotip
ve FISH Analizi Sonucu Mozaik Kleinfelter Sendromu Belirlenmesi. Gevher Nesibe
Tip Giinleri 2016 Tibbi Genetik ve Klinik Uygulamalari Kongresi/Kayseri p.S10,
OPO08

C3- Isin B., Silan F., Uludag A., Urfali M., Ozdemir O. Yenidogan Doéneminde
Smith-Magenis Sendromu; Sitogenetik ve Molekiiler Genetik Yaklasim, Trakya
Universiteler Birligi Lisansiistii Ogrenci Kongresi 2016, 29-30 Nisan, p.93

D-Katildig1 Ulusal Kongreler
D1- Tibbi Genetik ve Klinik Uygulamalar1 Kongresi / Kayseri, Subat
D2- Trakya Universiteler Birligi Lisansiistii Ogrenci Kongresi 2016, 29-30 Nisan

E- Yurtdis1 Egitim
Erasmus Ogrenci Degisim Programi- Vilnius Universitesi/Litvanya. 2013

65



9. EKLER
EK 1
SPIRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet Hayr

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmalidir. X
2) Kapakta sadece baglik bold ve 14 punto, diger yazilar normal | X
renkte venl2 punto yazilmalidir.
3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler igin, tezin sirt1 tez | X
yazim kilavuzuna uygun olarak diizenlenmis olmalidir.
4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu | X
ayni olmalidir.
5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi | X
konmalidir.
6) Ozet ve Summary 250 ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa) X
7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir. X
8) Ingilizce &zetin basinda konu baslig1 yazilmahdir. X
9) Metin ve kaynaklarin tiimii 1,5 aralikli olmalidir. X
10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” | X
kullanilmalidur.
11) Web sayfa kaynaklart metin i¢inde de ge¢melidir (parantez | X
icinde giincelleme tarihi ile birlikte). Kaynaklar boliimiinde de
climlenin en sonunda Erisim adresi ve Erigim tarihi sirasiyla
verilmelidir.
12) Calismanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onay1 tezin en | X
arkasina konmalidir.

Tarih: 01 /02 / 2017 Tarih: 01 /02 / 2017

66



Ogrenci
Betiil ISIN

Danigmanin
Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR

EK2

CANAKKALE ONSEKIiZ MART UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM KONTROL

LISTESI
KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN
Tez yaziminda kullanilan yazi tipi gUYGUN oUYGUN
Sayfa kenar bosluklari oUYGUN oUYGUN
Kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
I¢ kapak sayfasi diizeni gUYGUN oUYGUN
Onay sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Beyan sayfasi icerigi ve diizeni oUYGUN oUYGUN
Icindekiler sayfasi diizeni gUYGUN oUYGUN
Tesekkiir sayfasi gUYGUN oUYGUN
Tiirkge 6zet oUYGUN oUYGUN
Ingilizce 6zet oUYGUN oUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini oUYGUN oUYGUN
Sekiller dizini oUYGUN oUYGUN
Tablolar dizini gUYGUN oUYGUN
Tezin 6n sayfalarinin siralamasi gUYGUN oUYGUN
On sayfalari numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Sayfalarinin numaralandirilmast oUYGUN oUYGUN
Basliklarinin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi oUYGUN oUYGUN
Yontem ve Gereg oUYGUN oUYGUN
Bulgular oUYGUN oUYGUN
Tartigma oUYGUN oUYGUN
Sonug ve Oneriler oUYGUN oUYGUN
Kaynaklar oUYGUN oUYGUN
Atiflar (alint1 ve gondermeler) oUYGUN oUYGUN
Ekler (etik kurul onayi, vs) gUYGUN oUYGUN
Tez plani gUYGUN oUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) oUYGUN oUYGUN
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Kagit ve baski ozelligi

oUYGUN

oUYGUN

Tezin son seklinin elektronik kopyasi

oUYGUN

oUYGUN

Tarih: 01 /02 /2017
Ogrenci
Betiil ISIN

Tarih: 01 /02 /2017
Danismanin
Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR

EK3
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T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNiVERSITESI
Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanhg:

Saym Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR

Yiiriitlictiligtini  yapmis  oldugunuz  “Array CGH (Kargilastirmali  Genom
Hibridizasyonu) Tekniginin Mental Retardasyonlu Olgularin Rutin Tamsindaki Yeri ve
Onemi” baslikli 2011-KAEK-27/2016-E.11372 nolu projeniz ile ilgili olarak Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulunun almig oldugu 30/03/2016 tarih ve 06-17 nolu karar1 asagidadr.

Bilgilerinize rica ederim.

Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR
Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Bagkani

Karar Tarihi :30.03.2016 14:00
Karar No :2016-06

Karar-17)2011-KAEK-27/2016-E.11372 no’lu arastirma ile ilgili olarak, proje yiiriitiiciisii
Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR’in ¢alismasi Etik Kurul tarafindan degerlendirilmis olup; yapilan
oylamada “ETIK KURUL ONAYINI ALIR.” Karan venlmn@tnr (Prof. Dr. Oztiirk
OZDEMIR projede yer aldigindan dolay1 bu arastirma onerisi igin oy kullanmamstir.)
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