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OZET

Karaca E. Korpus Kallozum Disgenezili Hastalarda Subtelomerik Degisikliklerin Multiplex
Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) Yontemi ile Incelenmesi. Istanbul
Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1. Uzmanlik tezi. Istanbul.
2011.

Korpus kallozumun dogumsal anomalileri bir¢cok farkli genetik ve cevresel nedene bagl
olarak cesitli klinik prezentasyonda karsimiza ¢ikabilen yapisal bir beyin anomalileridir.
Cogunlukla genetik etkenlere bagli bir tablo olmasina ragmen bu anomaliyle bugiline kadar
herhangi bir sendromla baglantis1 olmayan sadece bir genin iligkisi kanitlanabilmistir. Bu gen
1q43-44°te yerlesmis AKT3 genidir. Korpus kallozumun dogumsal gelisim kusurlarinin eslik
ettigi bildirilen ¢ok ¢esitli kromozomal yeniden diizenlenme bulunmakla birlikte bunlarin
onemli bir kisminin kromozomlarin subtelomerik bolgelerini igerdigi dikkat ¢ekmektedir.
Subtelomerik bolge degisiklikleri daha once spesifik olarak korpus kallozum anomalili
hastalarda calisilmamis olmakla birlikte, mental retardasyon/gelisim geriligi grubunda bu oran

ortalama %5’tir.

Bu caligmada korpus kallozumun dogumsal gelisim kusuru bulunan hastalarda olasi
subtelomerik yeniden diizenlenmelerin saptanmasi ve bu bulgularin eslik eden klinik
ozellikleri 1ile iliskilendirilmesi ve bu sekilde genotip-fenotip korelasyonu yapilmasi

amaglanmstir.

Calismamizda korpus kallozumun dogumsal gelisim kusurunun oldugu 50 hasta incelenmistir.
Subtelomerik kromozomal degisikliklerin saptanmasinda multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) yontemi kullanilmistir. Analiz sonucunda iki hastada 16. kromozm
kisa kolu (16p) subtelomerik bolgesine ve diger iki hastada da 21. kromozom uzun klou (21q)
subtelomerik bolgesinde kopya sayisi artist saptanmis olup hasta grubumuzda saptanan
subtelomerik kopya sayis1 degisikligi oran1 %8’dir. Ayrica hastalarin klinik 6zellikleri (fasial
dismorfizm, eslik eden diger dogumsal anomaliler, epilepsi..vb) ve beyin manyetik rezonans

goriintiileme bulgular1 da siniflandirilarak fenotip-genotip iligskilendirilmesi yapilmistir.
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Korpus kallozumun dogumsal gelisim kusuru bulunan hastalarda gen icerigi bakimindan
zengin olan subtelomerik degisikliklerin tanimlanmasinin sorumlu kritik bdlgelerin ortaya
konmasina ve yeni aday genlerin belirlenmesine katkida bulunacag: ve yeni ¢alismalara da

kaynak tegkil edebilecegi diisiiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Korpus kallozum, subtelomerik degisiklikler, MLPA, DECR2, S100B,

kopya sayis1 degisiklikleri.

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 10228
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ABSTRACT

Karaca E. Analysis of Subtelomeric Rearrangements in Patients with Corpus Callosum
Dysgenesis by Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA). Istanbul
University, Cerrahpasa Medical Faculty, Department of Medical Genetics. Istanbul.

Specialization in medicine thesis. 2011.

Anomaly of corpus callosum is a common brain malformation of variable clinical expression
that is seen in many syndromes of various etiologies. Although its etiology is predominantly
genetic, only one causative gene, AKT3, has yet been identified. On the other hand studies
for identification of genomic loci contributing to agenesis/hypoplasia of the corpus callosum
revealed several candidate loci that dominantly include subtelomeric regions which are also
widely accepted as associated to developmental delay/mental retardation. These regions of
chromosomes are rich in gene and their rearrangements cannot be identified by conventional
chromosome analysis.

The main purpose of this study is to identify subtelomeric rearrengements of patients with
corpus callosum abnormality and classify patients according to their clinical picture (facial
dysmorphism, cognitive functions, seizures.etc ), and cerebral magnetic resonance imaging
findings. Consequently, we want to provide a genotype-phenotype correlation data.
Subtelomeric alterations in patients with corpus callosum anomalies have not been
specifically studied so far. However, the rate of subtelomeric alterations in patients with

mental retardation/developmental delay is %5.

This study included fifty patients with corpus callosum birth defects. We used subtelomeric-
MLPA method to determine the subtelomeric copy number variations i these patients.
MLPA analysis revealed subtelomeric copy number variation in 4 patients, two of whom had
duplication on 16p subtelomeric region and other two had duplication on 21q subtelomeric
region. Subtelomeric copy number variation rate of our patients is %8. Accompanying

clinical findings, cerebral magnetic resonance imaging findings were also categorized.

We believe that fine mapping of aberrations in gene-enriched subtelomeric regions in these
patients provides both essential clues for localizing critical regions, and a strategy for

identifying new candidate genes important for corpus callosum development.



Xiv

Key Words: Corpus callosum, subtelomeric alterations, MLPA, DECR2, S100B, copy

number variation.
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1. BOLUM
GIRIS VE AMAC



Korpus kallozum beynin en biiyiik konnektif yapisi olup iki hemisfer arasinda bilgi transferi
yapan yaklasik 190 milyon aksondan olusur (1). Hem homotopik ve hem de heterotopik
olacak sekilde beyin yarimkiireleri arasinda baglantilar icerir (interhemisferik transfer). Halen
tartismali olsa da baskin goériis primer uyarici (eksitatdr) néronlarin uzantilarindan olustugu
yoniindedir (2). Insanlarda korpus kallozumun fonksiyonu iizerine ilk arastirmalar epilepsinin
tedavisi amaci ile korpus kallozumlari cerrahi olarak ayrilmis ‘yarik beyin’ vakalarinda
yapilmistir (3,4). Bununla birlikte korpus kallozumun fonksiyonlarina yonelik ¢ok degerli
bilgiler sunan bir diger hasta grubu da siiphesiz, bu yapinin gelisim kusuru oldugu hastalardir.
Korpus kallozum agenezisi (KKA) terimi, korpus kallozumun kismen ya da tlimiiyle
gelismedigi durumlar i¢in kullanilir. Korpus kallozum hipoplazisi (KKH) ise total ya da
parsiyel agenezi olmaksizin normalden ince morfolojideki korpus kallozumu ifade eder.
Genel populasyonda tahmin edilen prevalansi her 1000 canli dogumda 3-7 iken, gelisim
kusuru bulunan populasyonda bu oran 2-3% olarak bildirilmektedir (5,6).

Kollazal gelisim bozuklugu, akson uzantilarinin gelismemesi veya gelismesine ragmen karst
beyin yarim kiiresine gegememesi sonucu olusabilir (7). Korpus kallozumun prenatal gelisimi,
gestasyonel 8. ve 20. haftalar arasinda beyin gelisimindeki (sinir hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
gorev yerlerine goglerini de iceren) bir cok kompleks siire¢ ile ¢akigsmaktadir. Bu nedenle,
korpus kallozum agenezisi siklikla telensefalik ya da posterior fossa anomalilerinin bir parcast
olarak karsimiza ¢ikar. Bunula birlikte ¢ok farkli sendromlarin da klinik 6zellikleri arasinda
yer almaktadir (8).

Korpus kallozum agenezisi izole malformasyon olarak karsimiza ¢ikabilecegi gibi yukarda da
belirtildigi iizere kompleks malformasyon sendromlarinin bir pargasi da olabilir. Genetik
etyolojinin disinda maternal alkol kullanimi ya da maternal fenilketoniiri gibi g¢evresel
etkenlerin de kallozal gelisim bozukluklarina yol agabildigi gosterilmistir (9,10). Bugiine
kadar ¢ok sayida kromozomal yeniden diizenlenmeler ve tek gen hastaligina eslik ettigi rapor
edilmisitir (11,12). S6z konusu genis genetik heterojenite biiyiik olasilikla korpus kallozumun
formasyonundan sorumlu embriyolojik siirece ¢ok sayida genin katkida bulunmasina bagldir.
Diger taraftan, kallozal gelisim siireci ile iligkili genetik bozukluklar, diger merkezi sistem
anomalileri ve farkli organlarin malformasyonlarina da yol agmaktadirlar (13). Bu yonii ile de
kallozal gelisim bozukluklar1 bulunan hastalarda genotip-fenotip iliskilendirme g¢alismalari
hasta alt gruplarinin olusturulmasi ve daha spesifik molekiiler ve klinik ¢aligmalar i¢in 6nem

tasimaktadir.



Kromozomlarin subtelomerik bolgeleri, zengin gen icerigi olan kromozom ug bdlgeleridir.
Patolojik kromozomal yeniden diizenlenmeler, diger kromozom kisimlarina nazaran buralarda
siklikla meydana gelir (14,15). Subtelomerik yeniden diizenlenmelerin klasik sitogenetik
yontemlerle yakalanmasi olduk¢a zordur. Bununla birlikte subtelomerik submikroskobik
degisikliklerin zamanla gelistirilen yeni sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemlerle
(fluorescent in situ hybridization (FISH), multiplex ligation dependent probe amplification
(MLPA) ve array comparative genomic hybridization (aCGH)) saptanmasi gittikce
kolaylagsmaktadir. Bu yontemler kullanilarak bugiine kadar idiyopatik mental retardasyonlu
(IMR) hastalarda ve multipl konjenital anomalili (MKA) hastalarda subtelomerik yeniden
diizenlenmeler calisilmigtir (16-23). Bu c¢alismalarda saptanan patolojik subtelomerik
degisikliklerin orani ortalama 5% civarindadir (24). Degisikliklerin saptandigi bolgelerde
heniiz kesfedilmemis sorumlu genlerin bulunmasina yonelik yeni stratejiler gelistirilmekte ve
bu kritik bolgelerde gen haritalamast c¢alismasit bir¢ok aragtirma grubu tarafindan
stirdiiriilmektedir (25).

Idiopatik mental retardasyonlu ve ndrogelisimsel bozuklugu olan hastalarda patolojik
degisikliklerin nisbeten siklikla saptandigi subtelomerik bdlgelerin, beynin ve beynin en
biiyiik baglantisal yapis1 olan korpus kallozumun normal embriyonik gelisiminden sorumlu
genler bakimindan da zengin oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin literatiirde bildigimiz
kadariyla korpus kallozum agenezisi ile iligkisi ispatlanmis tek gen olan AKT3'{in, 1.
kromozomun uzun kolunda telomere yakin lokalizasyonu (1g43-44) bunu destekler
niteliktedir (25). Bu noktadan hareketle korpus kallozumun dogumsal gelisim kusurlari
bulunan hastalarda olas1 subtelomerik yeniden diizenlenmelerin eslik eden diger klinik
bulgular ile iliskilendirilmesi ve bu sekilde genotip-fenotip korelasyonu yapilmasi
hedeflenmistir. Bu hastalarda gen igerigi bakimindan zengin olan subtelomerik degisikliklerin
saptanmasinin sorumlu kritik bolgelerin ortaya konmasi ve yeni aday genlerin belirlenmesine

onemli katkilar saglayacag diistiniilmektedir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER



2.1. Korpus Kallozum

2.1.1. Kisa Tarihge

Korpus kallozum ismi, goriiniisiiniin kemigi andirmasi nedeniyle Callus kelimesinden
gelir. Bu tanimlama ilk kez Galenus tarafindan 2. yilizyilda (yy) yapilmis olup korpus
kallozumun ilk anotomik tarifini ise 16. yy’da Andreas Vaselius yapmustir (26). On
yedinci ylizyillda Thomas Willis korpus kallozumun girus singuli ile birlikte hayal giicii
merkezi oldugunu ileri siirmiistiir (27). Korpus kallozumun beynin iki yarim kiiresi
arasindaki baglantiy1 saglagi ise ilk kez 18. yy’da Fransiz noérolog Felix Vicq D’azir
tarafindan ortaya atildi (28). Korpus kallozumun fonksiyonu ile ilgili ilk degerli veriler
cerrahi olarak elde edilen ayrik beyin (split brain) ile gerceklesmistir (3,4). Sperry ve
Bogen bu ayrik beyin calismasi kendilerine Nobel odiilii getirmistir. Yakin zamandaki
verilerin 6nemli bir kism1 korpus korpus kallozumun dogumsal total yoklugu ve korpus
kallozumun diger gelisimsel anomalileri (hipogenezi, hipoplazi) bulunan hastalardan elde
edildigi sOylenebilir. Etyolojik ¢aligmalar giiniimiizde molekiiler analiz uygulamalarindaki

geligsmelerin de etkisi ile genomdaki degisikliklerin saptanmasi tizerine yogunlagmstir.

2.1.2. Anatomisi

Korteksin iki yarim kiiresindeki ilgili bolgeleri baglayan 190 milyonun {izerinde akson
uzantisindan olusur. Igerdigi akson sayisiyla beyaz cevherin en biiyiik baglant1 yapisini
olusturur. Konumu itibariyle korpus kallozumun 6niinde ve iistiinde girus singulatus, daha
yukarda sulkus singulatus bulunur. insula ile de komsulugu vardir. Arka kisminda singulat
girusun istmusu bulunur. Alt kisminda lateral ventrikiiller, septum pellisidum ve vejetatif
merkezler vardir. Cevresini hemen hemen hipotalamus, hipokampus, girus singuli,
forniks, amigdaller ve mamillar cisimciklerden olusan limbik sistem sarar (Sekil 2.1 ve
2.2).

Korpus kallozum farkli anatomik bélgelerden olusur. Arka kisim ‘splenium’ olarak, dize
benzetilen 6n kisim ise ‘genu’ (diz) olarak adlandirilmistir (Sekil 2.2). Bu iki kisim
arasindaki bolge korpus kallozumun ‘gévde’ sidir. Govde ile splenium komsulugu siklikla
incelmis olarak gozlenir. Bu incelmis kisim ‘istmus’ olarak tarif edilir. Diz bdlgesinin
onilinden arka asag1 dogru kus gagasi seklinde uzanan yap1 ‘rostrum’ dur (Sekil 2.2).

Bu yapilar morfolojik farklilik gdstermelerinin 6tesinde fonksiyon agisindan da kendi

icinde 6zellesmistirler. Ornegin diz ve rostrum bolgeleri viicut semast, isitsel ve bilissel



iletim yollar ile iligkilidir. Govde kismu ipsilateral motor yollar ve karmasik dokunma
bilgileri tagiyan yollarin kesistigi bolgedir. Splenium ise hemisferler arasi gorsel duyu ve

sozel enfermasyonun saglanmasinda rol oynar.

2.1.3. Normal Gelisimi

Korpus kallozumun gelisimi, ilk basta dogru orta hat paterni, telensefalik yarimkiirelerin
olugmasi, karsi yarimkiiredeki hedefe ulasmak icin aksonlara rehberlik edilmesi ve
baglanti noronlarinin 6zellesmesi olmak iizere bir¢ok basamaktan olusur (2). Kallozal
gelisimle ilgili bugilin bilinenlerin hemen hepsi hayvan modeli calismalarindan elde
edilmistir (29,30).

Korpus kallozumun gelisimi gestasyonel 6. haftada baglar (11). Bu dénemde kars1 beyin
yarimkiiresine gegmek iizere mediale dogru gelisimleri gozlenebilir. Onbir-12. haftalarda
ilk sinir uzantilari, 6n ve hipokampal komissiirler arasinda yerlesen massa komissuralis
boyunca karst beyin yarimkiiresine gecer. Massa komissuralis daha sonra korpus
kallozumu olusturacaktir. Beynin gelisimi siiresince akson yolaklari, hayvan modellerin-
de de gosterildigi gibi, genel olarak korunmus ontogenetik siraya gore sekillenirler
(31,32). Cogu akson, glia gibi noral olmayan hiicrelerle birlikte gelisimlerini siirdiiriir. Bu
yardimci hiicreler Oncii aksonlarin hedeflerine ulasmasina rehberlik ederler (33-35). Bu
sekilde, noronlara ek olarak bir kisim glial hiicrelerin de kallozal gelisimde goérev
yaptiklar1 ortaya konmustur. Bu glialardan ‘orta hat fermuari’ olarak adlandirilan bir
kisminin, adindan da anlagilacagi iizere korpus kallozumun olusumunda ¢ok 6nemli bir
satha olan orta hat flizyonuna Onciiliikk ettigi gosterilmistir (36). Arastirmacilar ayrica
dorsomedial lateral ventrikiillerde olusan ‘glial kama’ ve indisyum griseumda sekillenen
glial hiicre gruplarinin da korpus kallozum gelisiminde ¢cok 6nemli role sahip olduklarini
gosterdiler (37,38). Orta hat yiirliylisii (midline sling) adi1 verilen ve esas itibar1 ile goc
edici noronlardan olusan bir diger yapi ise orta hatta aksonlarin karsi yarimkiiredeki
hedeflerine ulagsmalarini saglayan bir koprii olusturur (39). On sekiz-20. gebelik haftasinda
korpus kallozumun son seklini almasi beklenir. Bununla birlikte kaudal olarak biiylimeye

ve genel olarak kalinlasmaya devam eder.



Korpus Kallozum

Sekil 2.1: Beynin iki yarimkiiresini baglayan korpus kallozumun el ¢izimi alttan goriiniisii.

(Grey’s Anatomy, ABD, 20. baskisindan degistirilerek alinmistir)



Tela koroidea, 3. ventrikl

Ara cisimcik
Intraventrikiler foramen

Posterior komissir ~Korpora kuadrigemina

Pineal cisimcik
Splenium

Pia mater

Rostrum
Anterior komissur
Lamina terminalis
Optik recess
Optik kiazma
infindubulum
Korpus mamillare

Okulomotor sinir

Serebral akuaduktus

/

4. ventrikl

Koroid pleksus

Sekil 2.2: Korpus kallozumun anatomik yapisi ve komsuluklar: el ¢izimi sematik goriiniimdi,

sagittal kesit (Grey’s Anatomy, ABD, 20. Baski’dan degistirilerek alinmistir).



2.1.4. Korpus Kallozum Anomalilerinin Tanimlanmasi

Korpus kallozum gelisim kusurlarinin  tanimlanmasinda arastirmacilar tarafindan
kullanilan terimler aymi olsa da, bu terimlere karsilik gelen anomalinin ne oldugu
hususunda tam bir mutabakat oldugu sdylenemez. Ornegin, bazi arastiricilar korpus
kallozumun total ve parsiyel agenezisini ‘korpus kallozum agenezisi’ adi altinda
toplarken, farkli calismalarda korpus kallozum agenezisi tanimlamasinin sadece total
agenezi i¢in kullanilmasi Onerilmis ve parsiyel ageneziler ‘hipogenezi’ olarak ifade
edilmistir (40). Bu alandaki ihtiyaci Hanna ve arkadaslar1 bu yilin baslarinda
yayinladiklar1 bir c¢aligma ile bir ol¢iide gidermislerdir (41). Bu calismada korpus
kallozumun total yoklugu ‘korpus kallozum agenezisi’ olarak tanimlanmaktadir. Korpus
kallozumun tiim kisimlarinin sekillendigi ancak normalden ince (yaygin veya kismen)
oldugu durumlar i¢in ‘Displazinin eslik etmedigi hipoplazi’ tanimlamasi kullanilmistir.
Korpus kallozumun tam olarak sekillenemeden 6n kisimda bir nokta olarak kaldig
durumlar da bu gruba dahil edilmislerdir. Displazi ise hipoplazinin eslik edip etmemesine

gore asagidaki gibi tamimlanmis ve siniflandirilmastir (Sekil 2.3 ve 2.4).

2.1.5. insanlarda Korpus Kallozum Gelisim Kusurlarinin Nedenleri

2.1.5.1. Cevresel Nedenler

Korpus kallozumun gelisimi itibariyle birgok genetik ve ¢evresel faktoriin etkisi altinda
oldugu bilinmektedir. Kallozal gelisim sorunlarina neden olan asfiksi, hipoksik iskemik
ensefalopati, kronik hipoksi, teratojen etkenler (6rn. etanol), yer kaplayan lezyonlar ve
yaralanma gibi bir¢ok ¢evresel etken mevcuttur.

Bu etkenlerin arasinda korpus kallozum gelisimi {izerindeki etkisi en net tariflenen Fetal
Alkol Sendromu’dur (FAS). FAS olgularindaki korpus kallozum agenezisi oran1 %6.8’dir
(42). Bircok vakada ise korpus kallozum hipoplazisi gézlenmistir. Bu olgularda kallozal
gelisimin sonraki basamaklarinin etkilendigi diisiintilebilir. Hem klinik hem de deneysel
tecriibeler in utero alkol maruziyetinin gliogenezisi ve glia-néron hiicreleri etkilesimini
azalttigini ortaya koymuslardir (43,44). Bu iki siire¢, beynin bir¢ok yapisi i¢in oldugu gibi
korpus kallozumun gelisimi agisindan da biiyiik 6neme sahiptir. Yine etanoliin L1CAM
(L1 hiicre adhezyon molekiilii) geninin transkripsiyonunu ve biyokimyasal aktivitesini

olumsuz etkiledigi yoniinde ¢alismalar da bulunmaktadir (45-47).
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2.1.5.2 Genetik Nedenler

2.1.5.2.1. Kromozomal Anomaliler ve Yeniden Diizenlenmeler

Korpus kallozum gelisim kusurlari, yaygin trizomi sendromlart (trizomi 21, 18 ve 13)
disinda ¢ok sayida kromozomal anomalide bildirilmis olmakla birlikte bunlarin en sik
olant 1p36 delesyonu sendromudur (MIM 607872) (Sekil 1.5). Bu sendrom, klinik olarak
tanimlanabilir fenotipe sahip en yaygin terminal delesyon tablosudur (22). Bu
delesyondan etkilenmis hastalarin incelendigi derlemelerde %35.8 oraninda kallozal
anomali birlikteligi bildirilmistir (48-50). Bu hastalarda daha ¢ok agenezi olmaksizin ince
korpus kallozum goriildiigii ifade edilmektedir (51). Bildirilmis bir diger sorumlu
kromozom boélgesi ise 1. kromozm uzun kolu 4. bant bolgesidir (1g4). Bu hastalarda
yapilan ¢alismalarda AKT3 geninin korpus kallozum agenezisi ile ilskili oldugu saptanmis
ve bu bulgu hayvan deneyleri ile de ispatlanmistir (52-54). Bunlara ek olarak 6p25 ve 6q2
delesyonu, 8p’deki yeniden diizenlenmeler, 13q delesyonu ve 14q delesyonu, korpus
kallozum gelisim bozukluklarinin rapor edildigi 6nde gelen kromozom anomalileridir (55-
63).

14g’da bulunan FOXG1 geninin korpus kallozum agenezisinden sorumlu bir diger gen

oldugu bazi aragtirmacilar tarafindan 6ne siiriilmektedir (64).
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Displazinin egllk etmedigl hipoplazi

Yaygin hipoplazl [
(morfolo]isl normal)

b r_\. Posterlor KK

_______________________ < hipoplazisi

Sekill 2.3: Korpus kallozum anomalilerinin tanimlanmasi; (a) Displazinin eslik etmedigi
yaygin hipoplazi, (b) Korpus kallozum posterior kisminda hipoplazi. Yan tarafinda ise
hasta grubumuzda benzer kallozal anomali bulunan hastalarin mid sagittal beyin MR
goriintiileri.

(Sekil Hanna ve ark., 2011°den degistirilerek alinmistir).

KK: Korpus kallozum
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Korpus kallozum displazisi

A Hipoplazinin esik
a etmedigi displazi

Hipoplazinin egiik
| — | %55 diplazi, cubuk

seklinde KK

Korpus kallozum agenezisi

C

Sekil 2.4: Korpus kallozum displazisi; (a) Hipoplazinin eslik etmedigi displazi, (b)
Hipoplazinin eslik ettigi displazinin sematik goriinlimii ve hasta grubumuzda benzer
kallozal anomali bulunan hastalarin mid sagittal beyin MR goriintiileri.

(Sekil Hanna ve ark., 2011°den degistirilerek alinmistir).

KK: Korpus kallozum
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Sekil 2.5: Korpus kallozumun dogumsal gelisim anomalileri ile iligkili kromozom bolgeleri. Delesyon ve duplikasyonlar kallozal anomaliye

yol agma sikliklarina gore 3 sinifa ayrilmis olup, her bir sinifa ait renkli kutucukla gosterilmistir. KK agenezisi ile iligkisi ispatlanmis tek gen

olan AT3 geni 1g44 bolgesinde siyah okla gosterilmektedir (O’Driscoll ve ark., 2010°dan degistirilerek alinmistir).
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2.1.5.2.2. Sendromik Nedenler

Korpus kallozum gelisim bozukluklari kromozom anomalilerinin digsinda ¢ok cesitli
genetik bozukluga bagli olusabilir. Bu bir bakima kallozal gelisim siirecinin
kompleksliginin bir gdstergesidir (2,11,22). Ilgili retrospektif derlemeler ve kros-
seksiyonel kohort caligmalari, kollazal gelisim bozuklugu olan hastalarin yaklasik % 30-
45’inde altta yatan nedenin aydinlatildigini gostermektedir (2). Bu hastalarin yaklagik
%10’nunda kromozom anomalisi varken, kalan %Z20-35’nin tanimlanmis bir genetik
sendromdan etkilendigi bildirilmektedir (12) (Tablo 2.1). Kollazal disgenezi sadece
korpus kallozum agenezisi ile sinirl tutulursa tanimlanabilir sendrom oranit 10-15%’e
diismekte ve bu durumda altta yatan nedenin ortaya ¢ikarilmasi gereken kisimin 75%’lik
bir orana sahip oldugu goriilmektedir (2, 11, 12).

Kallozal disgenezi ile iligkili baz1 Mendelyen sendromlar asagida detaylandirilmistir:

2.1.5.2.2.1. Akrokallozal Sendrom (AKS; Schinzel sendromu): Cift ayak basparmagi,
post aksiyel polidaktili ve korpus kallozum agenezisi ile karakterize otozomal resesif bir
sendromdur (65). Bunlara ek olarak hipertelorizm ve farkli klinik agirlikta psikomotor
gerilik basta olmak {izere ¢ok sayida sistemik bulgular da tariflenmistir (66,67). Elson ve
arkadaslar1 2002 yilinda 1 hastada GLI3 geninde mutasyon tanimlamig olmakla birlikte
farkli baz1 ¢alismalarda bu genin dislanmis olmas1 ve yine bazi haritalama c¢aligmalarinda
12. kromozm kisa kolundaki bir bdlgenin AKS ile iliskilendirilmesi nedeniyle bu
sendromun genetik heterojenite gosterdigi ve farkli hastalarda farkli genlerde

mutasyonlarin etyolojiden sorumlu olabilecegi bildirilmektedir (68).
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Tablo 2.1: Korpus kallozum anomalisi ile iligkili sendromlar ve tanmimlanmis gen ve

lokalizasyonlar1
Sendromlar One cikan Klinik Ozellikler Sorumlu Gen | Lokalizasyon
Tamimlanmis gen(ler)i bulunan sendromlar
XLAG Lizensefali, KKA, inatg1 epilepsi ARX Xp22.13
Mowat Wilson sendromu . . ZFHX1B 2q22
Hirschsprung hastaligi, KKA
KKA'nin eslik ettigi fatal laktik asidoz KKA, beyin anomalisi MRPS16 10g22.1
HSAS/MASA sendromu Hidrosefali, addukte el bag parmaklari, KKA, MR LICAM Xq28
Donnai—Barrow sendromu Diafragmatik herni, ekzomfalos, KKA, sagirlik LRP2 2q24-q31
FG sendromu MR, KKA, kraniofasial degisiklikler, makrosefali MED12, FLNA | Xq13, Xq28
Akrokallozal sendrom KKA, polidaktili, kraniofasial degisiklikler, MR GLI3 7p13
KKA'nin goriildiigii ancak sorumlu genin saptanamadigi sendromlar
Aicardi sendromu KKA, korioretinal lakiin, infantil spazm, MR Xp22
Chudley—McCullough sendromu Isitme kaybi, hidrosefali, KKA, kolposefali
Genitopatellar sendrom Patella yoklugu, iirogenital malformasyonlari, KKA
Temtamy sendromu KKA, optik kolobom, kraniofasial degisiklikler, MR
Toriello—Carey sendromu KKA, kraniofasial degisiklikler, kardiak defekt, MR
KKA'nin nadir goriildiigii sendromlar
SPG11 15q21.1
KKA'nin eslik ettigi spastik paraparezi Progresif spastisite ve noropati, ince korpus kallozum
. L . . . . EFNB1 Xql2
Kraniofrontonazal sendrom Koronal kraniosinostozis, fasial asimetri, yarik burun
Fryns sendromu KDH, pulmoner hipoplazi, kraniofasial degisiklikler
Marden—Walker sendromu Blefarofimozis, mikrognati, kontraktiirler, KKA
MKSL, 17923
TMEM216, 11q13
g T TMEMG67, 8q
Meckel-Gruber sendromu Ensefalosel, polidaktili ve polikistik bobrekler CEP290, 12q
RPGRIPIL, 16q12
CC2D2A 4pl5
. . - . . S . . HCCsS Xp22
Lineer deri defektli mikroftalmi Mikroftalmi, ¢izgisel deri defektleri, nobetler
. ey L U MID1 Xp22
Opitz G sendromu, X’e bagl tip Farengeal yarik, kraniofasial degisiklikler, KKA, MR
Orofasiodigital sendrom, Tip 1 Dilde hamartom, mikroretrognati, klinodaktili CXORF5 Xp223-p222
. . e - . . PDHA1 Xp22.2-p22.1
Piruvat dekarboksilaz eksikligi Laktik asidoz, nébetler, agir MR ve spastisite
CREBBP 16p13
Rubinstein—Taybi sendromu Genis el ve ayak bag parmaklari, MR, mikrosefali EP300 22q13
Septo-optik displazi (DeMorsier
sendromu) Septum pellucidum ve optik kiazma hipoplazisi HESXL 3q21.1-p21.1
Sotos sendromu Fiziki agir1 bilyiime, MR, kraniofasial degisiklikler NSD1 5935
Warburg Micro sendromu Mikrosefali, mikroofthalmi, mikrogenitalya, MR RAB3GAP 2q21.3
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2.1.5.2.2.2. Korpus Kallozum Agenezisi ve Kuskulu Genitalyanin Eslik Ettigi X’e
Bagh Lizensefali (XLAG):

Aristaless iliskili homebox genindeki (ARX) mutasyonlar sonucu olusur. Bu sendrom ilk
kez erkeklerde tanimlanmistir. Daha sonralarit ARX gen mutasyonu olan kiz ¢ocuklarinda
da bildirilmistir (69). Kiz ¢ocuklarinda klinik normal olabilecegi gibi spastisite, mental
retardasyon ve nobetler de goriilebilir ki klinik bulgulardaki bu durumun X
inaktivasyonuna bagli olustugu diisiiniilmektedir. Bu hastalarin beyin manyetik rezonans
gorlintiillemesinde (MRG) Probst demetlerinin eslik ettigi izole KK A’ne rastlanmistir (70).
Hayvan modeli ¢aligmalarinda kullanilan Arx-knockout erkek farelerde kallozal disgenezi
ve diger XLAG sendromunda goriilen semptomlara rastlanmistir (71). Bu farelerde
rastlanan kortikal internéronlarin belirgin azliginin bu hastalarda goriilen kontrol

edilemeyen inat¢1 ndbetlerden sorumlu olabilecegi one siirtilmiistiir (72).

2.1.5.2.2.3 CRASH Sendromu:

Ismini major klinik 6zellikleri olan korpus kallozum agenezisi, mental retardasyon,
addukte el bagparmagi ve hidrosefalinin bas harflerinden alir. Bu hastalarda beyin
sapindaki kortikospinal agda belirgin azalma mevcuttur. L1 hiicre adezyon molekiilii (L1
cell adhesion molecule, L1ICAM) genindeki mutasyonlar sonucu olusur. Bu gen 6zellikle
merkezi sinir sisteminde eksprese olan bir transmembran hiicre adezyon molekiiliinii
kodlar. LICAM’ 1n inaktive edildigi farelerde total ya da parsiyel KKA, hidrosefali, kiiglik
kortikospinal yolaklar, azalmis néron sayis1 ve ilave olarak kortikal piramidal néronlarin
apikal dentritlerinde isleyis bozuklugu gozlenmistir (73). Yakin zamanda elde edilen
veriler, LICAM’in homofilik baglanmasinin inhibe edilmesi durumunda hidrosefalinin
gelistigi ancak kallozal disgenezinin olusmasi i¢in integrinler de dahil heterofilik
etkilesmelerinin de engellenmesi gerektigini ortaya koymustur (74). Burada dikkat ¢eken
bir diger husus da heterozigot knockout farelerin parsiyel KKA gosterirken,
homozigotlarin total KKA gostermesidir. Buradan hareketle gen dozaj etkisinden s6z

edilebilecegi one siiriilmektedir (75).

2.1.5.2.2.4 Anderman Sendromu:

Otozomal resesif kalitim Ozelligi gosteren bu sendromda kallozal disgenezi (hipoplazi
veya agenezi) biligsel fonksiyonlarda zayiflik, psikoz ataklari, progresif merkezi ve
periferik ndropati bildirilmistir. KCL (potasyum-kloriir) kotransporter’t kodlayan KCC3
genindeki (sinonimi S.C12A6) mutasyonlarla olusur. Bu genin bloke edildigi fare
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modellerinde ndrodejenerasyon, isitme kaybi ve ilerleyici ndropati gdézlenmistir (76).
KCC3 mutasyonu olan bazi hastalarda korpus kallozumun tamamiyla olustugu
goriilebilmektedir. Aile igi klinik ¢esitliliklerin de goriilebilmesi farkli genetik etkenlerin

de stirece katkida bulundugu seklinde yorumlanmaktadir (2).

2.1.5.2.2.5. Aicardi Sendromu

Kallozal agenezi, infantil spazm ve koryoretinal lakiin iiclemesiyle karakterize X’e bagl
dominant bir hastaliktir. Ik kez 1969 yilinda Aicardi ve arkadaslari tarafindan 15 bayan
hastada tanimlanmistir (77). infant donemdeki fleksiyon spazmlar1 genellikle ilk klinik
prezentasyon bulgusudur. Aicardi sendromuna yol agan mutasyonlarin hemizigot erkekler
icin letal etki gosterdigi ve bu nedenle de ilgili mutasyonlarin tiimiiniin de novo oldugu
belirtilmektedir (78). Diger taraftan Curatolo ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis erkek
(46,XY) bir Aicardi sendromu hastast da mevcuttur (79). Xp22 bdlgesinin hastaliktan
sorumlu lokusu tasidigr belirtilen Aicardi snedromunun bugiin i¢in tanimlanmig bir geni

bulunmamaktadir.

2.1.5.2.2.6. Meckel-Gruber Sendromu

Oksipital ensefalosel basta olmak lizere merkezi sinir sisteminin gelisimsel anomalileri,
hepatik duktal kistler ve polidaktili ile karakterize, otozomal resesif bir siliyopati
sendromudur. Bugiine kadar Meckel-Gruber sendromundan sorumlu 6 gen tanimlanmaistir.
Bunlar 17g23’teki flagellar apparatus basal body proteome (MKSI1), 11ql3’teki
TMEM216 (MKS2), 8q’daki TMEM67 (MKS3), 12q’daki CEP290 (MKS4), 16q12.2’deki
RPGRIP1L (MKSS5) ve 4pl15°deki CC2D2A (MKS6) genleridir. Hayvan modellerinde
ilgili genlerin etkisizlestirilmesinin KKA, hidrosefali, ve bobrek kistlerine yol agtigi

gosterilmistir (80).
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2.2. KROMOZOM MORFOLOJIiSI VE SUBTELOMERIK
BOLGELERIN OZELLIKLERI

Insan somatik hiicrelerinde 23 ¢ift kromozom bulunmaktadir. Bunlardan 22’si otozom
olarak adlandirilir. 23. ¢ift cinsiyeti belirleyen cinsiyet kromozomlaridir (X ve Y). Toplam
46 kromozom olup kromozom kurulusu disilerde 46,XX, erkeklerde 46,XY seklindedir.
Hiicre boliinmesinin metafaz evresi kromozomlari en iyi gozlenebildigi ve incelendigi
evredir. Metafaz evresindeki kromozomlar en kisa ve en kalin hallerinde olurlar ve tipik
sekillerini gosterirler. Bu sathadaki bir kromozomda genel olarak sentromer, primer
bogum, sekonder bogum, telomer ve satellit kisimlar1 ayirt edilebilir (Sekil 2.6).
Kromozomlardaki telomer bolgeleri, her iki uc¢ta kromozomu orten 6zel yapilardir. Bu
bolgedeki DNA birka¢ bin kez tekrarlanan diziler icerir. Bu dizi bir DNA zincirinede
TTAGGG iken komplementer zincirde CCCTAA seklindedir. Bu tekrar dizileri ortalama
10kb uzunlugundadir (81).

Telomerler kromozom uglarinin diizgiin ve tam bdliinebilmelerinde 6nemli rol tistlenirler.
Yine homolog kromozomlarin mayozun profaz safasinda eslesmesinde kritik gorev
istlenirler. Telomer bolgeleri ayni zamanda farkli proteinlerle etkilesim gosterirler.
Bunlardan en 6nde geleni, serbest DNA uglarini ekzoniikleazlardan koruyan proteinlerdir.
Diger proteinlerin ise telomerlerin mitoz esnasinda hiicre ¢ekirdek zar1 ve birbirleri ile
etkilesimde rol aldiklar diisiiniilmektedir (82).

Subtelomerik bolgeler ise Okromatik kromozomun 500kb’lik terminal kismi olarak
tanmimlanmaktadir ki bu tanim Onceden karakterize edilmis subtelomerik tekrar
bolgelerinin tiimiinii icermektedir (83,84). Insan kromozomunun subtelomerik bolgesi
kisaca subtelomerik tekrarlar, segmental duplikasyonlar, satellit dizileri ve TTAGGGn
benzeri dizi bolgeleri igermektedir (85) (Sekil 2.7).

Subtelomerik bolgeleri 6nemli kilan 6zelligi zengin gen igerigi olmasi ve patolojik
kromozomal yeniden diizenlenmelerin, kromozomun diger kisimlarina nazaran buralarda
daha sik meydana gelmesidir (14,15). Daha o6nce de belirtildigi lizere subtelomerik
yeniden diizenlenmelerin klasik sitogenetik yoOntemlerle yakalanmasi olduk¢a zordur.
Bununla birlikte subtelomerik submikroskobik degisikliklerin zamanla gelistirilen yeni
molekiiler sitogenetik yontemlerle (fluorescent in situ hybridization (FISH), multiplex
ligation dependent probe amplification (MLPA) ve array comparative genomic

hybridization (aCGH)) saptanmasi gittik¢e kolaylasmaktadir.
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Telomer

Heterakromatik

Sekonder boum

Sentromer

Sentromer

Sekil 2.6: Kromozomun morfolojik semasi

(Demirsoy, 1991,

Yasamin Temel Kurallari’ndan degistirilerek alinmistir (Ref. 86)).
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DNA loop bolgesi

KarsilikiIDNA dizi
degisimlerine
neden oldugu
dusunulmektedir

SALSA PQ70 problarinin
akrosentrik kromozmlar
disindaki kromozomlarda
hibridize olduklar bélge

<

Telomer bolgesi

Distal subtelomerik bolge

— Proksimal subtelomerik bolge

Homolog olmayan kromozomlar arasi
parca degisimleri bu bélgede olur

Normal kromozom dizileri

Sekil 2.7: Telomerik ve subtelomerik bolgelerin sematik goriiniimii. Kirmizi ok ile

isaretlenmis bolge MLPA Salsa P070 problarinin akrosentrik olmayan kromozomlarda

agirlikli olarak hibridize olduklar1 alanlar1 gostermektedir.

(Flint J ve ark., 1997°den degistirilerek alinmistir (Ref. 87)).
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2.3 CALISMADA KULLANILAN YONTEMLERLE iLGILi GENEL BILGILER

2.3.1 Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA)’nin Genel
Ozellikleri

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemini ilk defa 2002
yilinda Schouten ve arkadaslar1 tanimlamislar ve son haliyle relatif niceleyici (kantitatif)
PZR yontemi olarak tariflemislerdir (88). MLPA; 45 taneye kadar spesifik dizinin, bir
multiplex PZR’dan sonra es zamanl olarak degerlendirilebildigi yeni bir metodtur (Sekil
1.8 ve 1.9). Amplifikasyon {irlinleri bir dizileme cihazi ile ayristirilir. Sadece bir tek
primer ¢ifti kullanilir. Olusan fragment uzunluklari 130 - 490 baz cifti (bg) arasinda
oldugundan jel paternine uygundur. Elde edilen sonuglarin kontrol Ornegiyle
karsilastirilmast sonucunda hangi dizinin delesyon / insersiyon tasidigi tespit edilir.
MLPA reaksiyonunda 45 dizinin amplifikasyonu i¢in sadece 20 ng insan DNA’s1 yeterli
olmakta ve tek niikleotid degisimleri (baglanma bolgesindeki) goriilebilmektedir. Diger
tekniklerle karsilastirildiginda MLPA reaksiyonu daha hizli, ucuz ve uygulanmasi
kolaydir. Gerekli ekipmanlar ise ¢ogu molekiiler laboratuvarinda bulunabilmektedir.
Teknige; kolay uygulanabilir, liretken, sensitif olmasi ve dogru multipleks analiz sonucu
verebilmesi i¢in bir¢ok modifikasyon yapilmistir (89). Her bir MLPA probu hedef diziye
hibridize olduklarinda birbirine eklenebilecek iki oligoniikleotid igerir. Biitiin baglanmis
problar 5 ve 3' uclarinda PZR ile sadece tek primer cifti kullanilarak ayni anda amplifiye
olmalart i¢in tanimlayici dizilere sahiptirler. Her prob uzunluklari 130 ve 480 baz ¢ifti
arasinda degismek iizere birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon iiriinii verir. Her
MLPA probunun iki oligoniikleotid parcasindan bir tanesi kimyasal olarak sentezlenmistir
ve 5' ucunda PZR ile amplifikasyon icin sabit bir dizi ve 3' ucunda hedefe spesifik olan
dizi bulunur. Probun diger oligoniikleotidi 5' ucunda 25-43 niikleotid uzunlugunda ve ilk
oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize olan diziyi igerir, 3' ucunda ise PZR
ile amplifikasyonda kullanilacak olan sabit dizi ve 19-370 niikleotid uzunlugunda dolgu
dizisi bulunur. 80-440 niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotidler MLPA Kkalitesini
karsilayacak sekilde ticari olarak bulunmadiklarindan kimyasal olarak sentezlenmistir. Bu
oligoniikleoditlerinin sentezi i¢in M13 klonlarinin tek zincirli DNA s1 kullanilmigtir (88).
M13 DNA s1 komplementer oligoniikleotidlerin baglanmasi ile kismen ¢ift zincirli hale
getirilmigtir ve iki restriksiyon endoniikleaz ile kesilmistir. Bu enzimlerden bir tanesi

DNA’y1 kendi tanima bolgesinden, hedef diziye miikemmel bir komplementer olacak
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sekilde fosforile 5' ucundan kesmektedir. 35-42 prob igeren kitler genellikle problar
arasinda 6 yada 9 baz ¢ifti uzunluk farki olacak sekilde dizayn edilmistir. Spesifik bir
MLPA prob kitinde kullanilan biitiin problar farkli M13 kaynakli vektorlerden elde
edilmislerdir ve farkli dolgu ve hibridizasyon dizileri igerirler. Farkli problarin birbirleri
ile heterodubleks formasyonunu o6nlemek i¢in problarin sadece u¢ kisimlar1 ortak dizi
icerir. Bunun i¢in 118 farkli dizide ve uzunlukta dolgu dizisi igeren M13 kaynaklt MLPA
vektorii hazirlanmistir. Hedef diziye spesifik sentetik oligoniikleotitler, gerekli dizi
uzunlugunu saglayacak esneklikte bu vektorlere kolayca eklenebilirler. Iki sentetik
oligoniikleotid parcay1 iceren 94-124 baz c¢ifti uzunlugundaki problar amplifikasyonda
basarili sekilde kullanilmigtir. M 13 kaynakli oligoniikleotid problarinin hibridize olmayan
dolgu dizilerinin farkli uzunluklar1 farkli uzunlukta amplifikasyon iriinlerinin
olusturulmasinda rol oynar. Hibridize olan hedefe spesifik kisa diziler ise mutasyonlari
saptamada ve tek niikleotid polimorfizm analizlerinde de hedef diziye yarismali sekilde

baglanmadiklarindan dolay1 avantaj saglamistir (89).

Hibridizasyon ve ligasyon asamalarindan sonra PZR ile amplifikasyonda biitiin problar
icin tek c¢ift primer kullanilmaktadir. Primerlerden bir tanesi FAM [N- (3- fluoranthyl)
maleimide] ile isaretlenmistir (90). Genomik DNA’ da oldugu gibi mRNA

arastirmalarinda da kullanilabilir. (91).
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2.3.3 SUBTELOMERIK YENIDEN DUZENLENMELERIN TESBIiTINDE MLPA
TEKNiGININ KULLANIMI

Calismamizda kullanilan MLPA Salsa P070 kiti, her bir subtelomerik bdlge icin bir prob
icermektedir. Problarin ¢ogu telomer komsulugunda bulunan iyi karakterize edilmis
genlere hibridize edilecek sekilde tasarlanmiglardir. PO70 kitinde, yine subtelomerik
bolgeler i¢in daha once tasarlanmis olan P069 kitinden farkli olarak 13, 14, 15, 21 ve 22.
kromozomlarin subtelomerik bdlgeleri i¢in de prob tasarlanmistir. Sonu¢ olarak P070
kitinde toplam 46 adet prob bulunmaktadir (Tablo 2.2).

Uretici firma, prob igerigi P070 ve P069 kitlerinden tamamen farkli olan ve yine
subtelomerik bolgeler icin tasarlanmis P036 kitinin, PO70 ve P069 kitleri ile saptanan
bulgularin dogrulanmasinda kullanilabilecegini 6nermektedir (92).

MLPA problart ile analizde dikkat edilmesi Omerilen bir husus da, problarin hedef
dizilerindeki mutasyon veya polimorfizmlerin, tam olarak baglanma bdlgesine denk
gelmese dahi bagil pik alaninda azalmaya neden olabilecegidir (92). Buna ek olarak bazi
problarin incelenen 6rnegin safligina ve ortam kosullarina daha hassas olmasi nedeniyle
bu yontemin mutlaka diger yontemlerle dogrulanmasi gerektigi onerilmektedir (93,94).
Subtelomerik kromozomal yeniden diizenlenmeler bugiine kadar siklikla idiopatik zeka
geriliklerinde arastirilmistir (95,96).

Yine farkli caligmalarda spontan diisiik olgularinda altta yatan sebep olarak subtelomerik
degisiklikler incelenmistir (97).

Ancak bugiine kadar korpus kallozum gelisim kusuru bulunan hastalarda subtelomerik
bolgelerin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu bakimdan ¢alismamizin bu alanda
bir ilk oldugunu sdyleyebiliriz. Diger yandan, incelenen hastalarin hepsinde korpus
kallozum anomalisi olmakla birlikte, hemen hepsinde mental retardasyon (hafif-orta-agir
mentar retardasyon), eslik eden merkezi sinir sistemi anomalisi (pakigiri, heterotopi v.b.)

ve kraniyofasial dismorfik bulgular da eslik etmektedir.



Tablo 2.2: MLPA Salsa PO70 subtelomerik Kiti Prob Bolgeleri

Uzunluk (bg)

Hibridize olunan genler

Kromozom
Lokalizasyonu

Telomere olan
mesafe (bg)

64-70-76-82 DQ-Kontrol fragmanlari

88-92-96 DD-Kontrol fragmanlari
118 DDX3Y Yqg11.21
132 SH3BP5L 01944 206,527
139 ATG4B 02g37.3 499,642
145 KIAA0226 03929 1,668,619
152 FRG1 04935.2 163,922
160 GNB2L1 05935.3 235,982
166 TBP 06927 411,721
172 VIPR2 07936.3 193,433
179 RECQL4 089g24.3 566,131
186 EHMT1 09g34.3 496,218
193 ECHS1 10926.3 348,315
202 IGSF9B 11925 1,560,425
211 ZNF10 12924.33 209,690
218 CDC16 13934 100,461
226 MTA1 14932.3 1,368,896
233 TM2D3 15026.3 331,045
241 GAS8 16924.3 184,569
250 SECTM1 17925.3 2,878,463
258 CTDP1 18923 541,302
265 CHMP2A 19913.43 962,954
274 UCKL1 20q13.33 389,526
281 S100B 21922.3 97,594
290 ARSA 22q913.33 178,105
298 VAMP7 Xqg28 87,986
306 TNFRSF18 01p36.33 1,179,540
315 ACP1 02p25.3 267,173
323 CHLA1 03p26.3 336,454
329 PIGG 04p16.3 321,690
337 CCDC127 05p15.33 258,985
346 IRF4 06p25.3 339,971
355 UNC84A 07p22 651,757
362 FBX025 08p23.3 398,466
370 DOCK38 09p24.3 376,404
379 ZMYND11 10p15.3 216,058
387 BET1L 11p15.5 195,520
393 JARID1A 12p13.33 287,064
402 PSPC1 13q11 19,244,620
409 PARP2 14q911.2 20,811773
418 NDN 15911.2 23,930,562
427 DECR2 16p13.3 402,289
436 RPH3AL 17p13.3 177,326
444 THOC1 18p11.32 204,801
450 PPAP2C 19p13.3 232,498
459 ZCCHC3 20p13 218,304
466 HSPA13 21q11.2 15,743,439
478 IL17RA 22q11.1 16,601,309
484 SHOX Xp22.33 571,796
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2.4.POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PZR)

2.4.1. PZR Cesitleri

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ilk kez 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan
kullanilmistir (98). Gliniimiize kadar birgok tibbi ve biyolojik arastirmanin vazgecilmez
bir pargasi haline gelmistir (99). Bu baslik altinda calismamizla ilgisi olan PZR g¢esitleri
hakkinda genel bilgi verilecektir.

2.4.1.a Klasik PZR:

Hedef DNA dizisinin her iki ucuna 6zgii primerler kullanilarak 1siya dayanikli DNA
polimeraz yardimiyla uygulanan PZR ¢esididir. Dizi ve fragman analizi gibi analizler i¢in
dongii sayisina gore iistel oranda artan diizeyde {iriin elde edilir. Tipik bir PZR ii¢ temel
basamakta gergeklesir. [lk asamada DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapisi yiiksek 1s1
yardimiyla birbirinden ayrilir (denatiirasyon) . Cogunlukla 94°C- 97°C arasinda 15-60 sn
stiresince uygulanir (ilk denatiirasyon tek dongii olarak 15 dakikaya kadar uygulanir).
Denatiirasyonu takiben daha diisiik 1silarda oligoniikleotid primerler, ayrilmis olan tek
zincirli DNA {iizerinde kendi eslenikleri olan bolgelere baglanirlar. Bu olay ¢ogunlukla
47°C- 60°C arasinda 30-60 sn ‘de gerceklesir.(G/C orami yliksek olan bolgelerde
baglanma 1s1s1 68°C’ye kadar arttirilabilir). Son asamada 1s1 72°C’ye kadar arttirilarak
DNA polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi saglanir. Elongasyon
basamaginin siiresi kullanilan polimerazin cinsine ve amplifiye edilecek DNA ‘nin
uzunluguna gore 30sn ile 3 dakika arasinda degisir.

Termal sayklirin bu ii¢ basamagi her tekrarinda DNA miktar1 teorik olarak iki katina ¢ikar.
Olusan iiriin; ilk koyulan DNA miktar1 ve dongii sayisina baglidir. 25-40 dongii uygulanir.
Klasik PZR normalde sayisal (quantitatif) bir degerlendirme Ol¢iisii degildir ancak
yardimc1 yOntemlerle kuantitatif bilgi elde edilebilir. Jel elektroforez’de iiriinler
karsilastirilarak veya ‘most probable number’ (MPN) yardimiyla sonuca ulasilir. MNP
yonteminde ardarda seyreltmeler ve MNP hesaplayicist kullanilir. Tercih edilmeyen bir
yontemdir. Bir diger yontem de karsilastirmali PZR’dir. Karsilastirmada delesyon veya
insersiyon tasityan Orneklerle (farkli uzunlukta bant olustururlar) elde edilen iiriin jel

elektroforezde karsilastirilir.
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2.4.1.b Multipleks PZR:

Klasik veya Real-time PZR’nin modifikasyonuyla iki veya daha fazla farkli PZR
amplifikasyonunun ayni reaksiyonda gerceklestirilmesine dayanir. Klasik PZR ile ayni
basamaklarda gerceklesir fakat her bir reaksiyonda coklu primer setleri kullanilir.
Multiplex PZR ile daha az zamanda daha ¢ok hedef bolge amplifikasyonu
gergeklestirildiginden kullanmigli  bir inceleme yoOntemidir. Fakat Onemli derecede
optimizasyon gerektirir. Degisik hedeflerin ayn1 reaksiyon sartlarinda amplifikasyonunu
saglamak icin kullanilacak primerlerin dikkatli sec¢ilmesi, baglanma isilarinin birbirine
uygun olmasi, birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri gibi bazi 6nemli sartlarin
gerceklestirilmesi gereklidir. Farkli primer ¢iftlerinin en iyi konsantrasyonlarinin se¢imi

ve non spesifik amplifikasyonlarin 6nlenmesi bir¢ok deneme gerektirir.

2.4.1.c Nested PZR:

Kompleks mikrobiyal popiilasyonlara ait hedef dizilerin spesifik bir sekilde
amplifikasyonu klasik PZR yontemleriyle bazen miimkiin olmayabilir. Amplifikasyonda
non-spesifik bolgelerin de ¢ogaltilabilmesi yanlis sonuglara yol agabilmektedir. Bundan
kacinmak i¢in Nested PZR yontemleri uygulanir. Bu metod; klasik PZR’ye farkli primer
takimlariyla ikinci bir amplifikasyon uygulamaktan ibarettir. Ilk amplifikasyonda elde
edilen iiriin ikinci PZR i¢in kalip olarak kullanilir. Kullanilan ikinci primer takimi bu

diziye 6zgiidiir.

2.5. KAPILLER JEL ELEKTROFOREZI

Genel anlamda elektroforez, iletken bir ¢ozelti i¢indeki yiiklii/yiiksiiz pargaciklarin veya
molekiillerin bir elektriksel alan varliginda go¢ etmesidir. Kapiller jel elektroforezinde ise
temel ayirma mekanizmasi; jelle doldurulmus kapillerde gozeneklerden gegerek go¢ eden
molekiillerin bliytikliikkleri arasindaki farka dayanir (Sekil 2.10). DNA karisimlari,
oligoniikleotidler, dizi olusturan {iriinler, restriksiyon parc¢aciklari ve PZR {iriinlerini gibi
yiikli polimerler bu sekilde uzun parcalar geride, kisa pargalar 6nde olacak sekilde bu
kapillerin i¢inde yiiriirler. Kapiller jel elektroforezi ile ayirimda, metil selliilloz, hidroksi
propil selliiloz, hidroksi etil selliiloz gibi bir¢ok farkli polimer ¢ozeltilerinin ayirict ortam
olarak kullanilarak ¢ok yiiksek yiiksek ¢oziiniirlilkte analizlemede basarili bir yontemdir
(100,101). Kapillerin bitimine yakin yerlestirilmis bir detektorle kapillerin igindeki
molekiillerden elde edilen floresan i1simalar algilanarlar. Elde edilen bilgi bir islemci

tarafindan (bilgisayar) islenerek monitore aktarilir ve yorumlamaya hazir hale getirilir.
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Sekil 2.10: Kapiller jel elektroforezin ¢alisma semasi.
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3.1. GEREC (Hastalar)

Calisgmamiza Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda 2007-2011 yillart
arasinda takip ve tedavileri yapilmis, kranial MR goriintiilemelerinde korpus kallozumda
total-parsiyel agenezi ve hipoplazi gozlenen hastalardan, herhangi bir kromozomal anomali
saptananlar, klinigi tanimlanmis bir sendromla iliskilendirilmis olanlar, metabolik testlerinde
anormal sonug elde edilenler; travma, pre-postnatal enfeksiyon, hipoksi sekeli (dogum 6ncesi
takiplerde kallozal anomali saptanmaksizin) olanlar ve holoprozensefali bulunanlar dislanarak
olusturulan 20’si erkek (ortalama yas 7.15) ve 30’u kiz (ortalama yas 5.56) toplam 50 hasta
dahil edilmistir. Biitiin hastalarin ortalama yas1 6.83 olup en kiiciigli 1 ay ve en biiyiigi 14
yasinda idi. Hastalardan 32’sinin ebeveynleri arasinda akrabalik dykiisii mevecuttu. Oykiisii
perinatal hipoksi yoniinden kugkulu olan iki hasta, korpus kallozum agenezisi ve eslik eden
merkezi isinir sistemi anomalilerinin dogum Oncesi takiplerde saptanmis olmasi nedeniyle
calismaya dahil edildi. Hastalarin, yas cinsiyet ve ebeveynler arasi akarabalik durumlaru tablo
3.1’de Ozetlenmistir (Tablo 3.1). Tiim hastalarin ailelerinden bilgilendirilmis olur formu
alindi. Hastalardan 6rnek alinimi ve analiz ¢aligmalarina Etik Degerlendirme Kurul’u onay1

alindiktan sonra baslandi.



Tablo 3.1: Hastalarin yas, cinsiyet ve ailede akrabalik dykiisii 6zellikleri

Hasta no Yas Cinsiyet Akrabahk
HO1 812 K Var
HO02 12312 E Var
HO3 6'12 K Var
HO04 7 E Var
HO5 1 ay K Var
HO06 6" E Var
HO7 5712 K Var
HO8 412 K Var
H09 671 K Var
H10 6 K Var
H11 7 K Var
HI12 7812 E Var
H13 5612 E Var
H14 1012 E Var
H15 6412 K Var
H16 5212 K Var
H17 6712 E Yok
H18 2612 K Var
H19 3312 E Yok
H20 3t K Var
H21 3812 K Yok
H22 452 K Var
H23 6 K Yok
H24 6712 E Var
H25 4912 E Var
H26 5212 K Var
H27 412 E Yok
H28 107" K Var
H29 5612 E Yok
H30 4312 K Yok
H31 452 K Var
H32 7212 K Var
H33 7312 E Var
H34 31012 E Yok
H35 14 K Var
H36 6 K Yok
H37 21112 K Yok
H38 2212 E Var
H39 7 ay K Yok
H40 7412 K Var
H41 8712 K Var
H42 2512 K Yok
H43 5112 E Yok
H44 212 K Yok
H45 12 E Yok
H46 10ay E Var
H47 4212 K Yok
H48 9 ay E Var
H49 5 K Var
H50 g7/ E Var
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3.2. YONTEM

3.2.1. Cahismada Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri

e Buzdolab1 (Vestel)

e Derin Dondurucu (-20°C) (Argelik)

e Nanodrop spektrofometre (Thermo Scientific-NanoDrop 2000c)
e Laminar air-flow (Heal Force)

e Mikropipet (Thermo Scientific)

e Mini Santrifiij (Thermo Scientific)

e Santrifiij (Hettich Retina 420R)

e Etiiv (Shel Lab)

e Termal dongii cihazi (PZR) (Techne-TC 5000)

e Vortex (WiseMix-VM10)

e Genetik Analiz Sistemi (ABI 310-Genetic Analyzer)

e DNA izolasyon Kiti (Roche DNA Isolation Kit For Mammalian Blood)
e MLPA Salsa P070 Subtelomerik Prob Kiti (MRC-Holland)

e Molekiiler Genetik uygulamalari i¢in gerekli diger sarf malzemeleri

3.2.2. DNA izolasyonu
Kan orneklerinden DNA izolasyonu i¢in Roche yar1 manuel DNA izolasyon kiti (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kullanilds. Islem su sekilde gerceklestirildi:

e Her bir hastanin 2cc kan 6rnegi 15ml’lik falkon tiiplere alindi

e Her bir flakon tiipe daha sonra 6ml Red Blood Lysis Buffer (RBLB) eklendi

e Kan ve RBLB karisimi igeren flakon tiipler 10 dakika (dk) boyunca elde nazikge
karistirildi

e Takiben tiipler 900rcf’te 10 dk santrifiij edilerek hiicrelerin dibe ¢cokmesi saglandi

e Santriflijden sonra, sivi kisim nazikge bosaltild1 ve yerine her bir tiipe 1ml White Cell
Lysis Buffer eklendi ve saydam bir karisim elde ediceye kadar pipetaj yapildi.

e Takiben falkon tiipler 37°C’de 15 dakika bekletildi

e Her bir tiipe 500ul protein precipitation buffer eklendikten sonra 30sn boyunca
vortekslendi

e Ornek bu haliyle 1.5ml’lik tiiplere aktarild:
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e 12000 rcf’te 10 dk santrifiij edildi

e Sivi seffaf kisim 15ml’lik flakon tiipe alind1

e Sivi lzerine iki kat1 kadar soguk %100 etil alkol eklendi ve tiip ylizen DNA’lar
gozlenene kadar kisaca ¢alkalandi

e FElde edilen DNA mikropipet araciligiyla 1.5ml’lik tiiplere alindi

e DNA iizerindeki siv1 atilarak yerine 1ml soguk %70 etanol eklendi

e Ornek bu sekliyle 875rcf’te 5dk santrifiije tabi tutuldu

e Dibe ¢coken DNA’ya zarar vemeyecek sekilde tistteki sivi kisim atildi

e Kurutma islemi i¢in agz1 acik haldeki tiipler onceden 1sitilmis 37°C’deki etiive
yerlestirildi ve tam kuruma elde edilinceye kadar 3’er dk aralikla kontrol edildi

e Kurutma isleminin ardindan fazla beklenmeden DNA’larin 200 mikrolitre DNaz’s1z

suda ¢oziinmesi gergeklestirildi

3.2.3. DNA Orneklerinin MLPA Yéntemiyle Analizi:

3.2.3.1. DNA Denatiirasyonu Ve SALSA P070 Prob Miks ile Hibridizasyonu:

- Orneklerimizden elde ettigimiz DNA dan 5 pl (50-100ng/ul DNA) alind.

- Alinan 6rnekler 200 pl lik PCR strip tiiplerine aktarilda.

- 98°C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA nin denatiirasyonu saglandi.

- Sonrasinda 6rnekler 25°C’ye sogutuldu.

- 25°C’deki DNA 6rneginin tizerine 1.5 pl SALSA Probe Mix (P070) ve 1.5 ul MLPA Buffer
ilave edilip pipetaj ile homojenize edildi.

- Daha sonra 95°C de 1 dk. inkiibe edilip 6rnekler 60°C de 16 saat hibridizasyona birakildi.

3.2.3.2. Ligasyon Reaksiyonu:

- Hibridizasyon reaksiyonunun bitimine yakin her bir 6rnek i¢in 3pl Ligase-65 buffer A + 3 pl
Ligase-65 buffer B + 25ul su ve 1 pl Ligase-65 enzimi olacak sekilde ligaz miks (ana karigim)
hazirland1 ve orneklere ekleme islemine kadar (ve ekleme esnasinda) buz iizerinde muhafaza
edildi.

- Hibridizasyon siiresi bitiminde termal cycler cihazinin 1sis1 54°C ye indirildi.

- Her bir hibridizasyon iiriiniine 32 pl Ligaz-65 miks ilave edildi.

- 54°C de 15 dk. inkiibasyona birakildi.

- Daha sonra 98°C de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.
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3.2.3.3. PZR

- Ligasyon reaksiyonu devam ederken PZR islemi i¢in gerekli olan ana karisimlar hazirlandi
- Bunlardan ilki her bir tiipe,
-4 ul SALSA PZR Buffer
- 26 pl distile su
Olacak sekilde hazirlanarak yeni hazirlanmig 200 ul’lik PZR strip tiiplerine esit sekilde
(30 pl) dagitilda
- Ligasyon islemini takiben 6rnekler termo sayklirdan ¢ikarildi
- Her bir ligasyon iiriiniinden 10 pl alinarak yeni hazirlanan tiiplerdeki SALSA PZR Buffer ve

su karisimina eklendi ve pipetajla homojonize edildi.

- Ornekleri igeren yeni tiipler termosayklira yerlestirilerek termosayklir 60°C’ye 1s1tildu.
- Ornekler bu sicaklikta ike iizerlerine islem dncesinde hazirlanan Polimeraz karisimindan her
bir tiipe 10 pl olacak sekilde eklendi ve iyice pipetaj yapildi
- Polimeraz karisimi su sakilde hazirlandi:
- Her bir tiip i¢in 2 pl SALSA PCR-primer + 2 pl SALSA Enzyme Dilution buffer +
5.5 ul Suve 0.5 pl SALSA Polymerase enzimi

- PZR islemi baslatild1

-PCR sartlar1:
Denatiirasyon 30sn 95°C
Baglanma 30sn 60 °C 35 dongii
Uzama 60sn 72°C

En son uzama 20dk 72°C
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3.2.3.4. PZR iiriinlerinin ABI 310 Genetic Analyzer cihazina yiiklenmesi ve analizi

- PZR bitimine yakin her bir tiip i¢cin 20 pl deiyonize formamid ve 0.3 pl Liz Size Standart
olacak sekilde ana karisim hazirlandi

- Bu karisim ABI 310 yiikleme tiiplerine esit bir sekilde dagitildi

- PZR bitiminde elde edilen iirlinlerden 1.5 pl alinarak yiikleme tiiplerindeki karisima eklendi
ve pipetajla homojonize edildi

- Ornekler 95°C de 2 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlari saglandh.

- Devaminda 6rnekler buz iizerine alindi.

- ABI 310 cihazinda; 15 kV de 10 saniye injeksiyon zamani, 60°C ve 15 kV de 35 dakika
ylirlitme zamani, filitre C sartlar1 saglandi.

- Daha sonrasinda 6rnekler ABI cihazina yiiklendi ve Gene Mapper programinda okutulmaya
baslandi.

- Her 6rnege ait pik goriintiileri ve pik alanlar1 elde edildi.

3.2.4.5. Degerlendirme:

Okutulan 6rneklerin pik alanlar1 ve prob uzunluklar1 excel dosyasi formatinda kaydedildi.

Spesifik olmayan amplifikasyon pik iirlinleri kaldirildi. Normal ve test drneklerine ait sadece
beklenen MLPA iiriinlerinin pik alanlar1 kaldiginda problarin elde edilen boyut ve pik alanlar
Coffalyser 4.0 programina aktarildi. Normal 6rnekler eksternal kontrol olarak kaydedildi.
Coffalyser 4.0 programi tarafindan test orneginin biitiin pik alanlari, her bir pik alaninin
(internal kontrol pikleri) o ¢izgideki biitiin piklerin toplam pik alanina bdliinmesiyle
birbirlerine gore oranlari tayin edildi. Bu oranlar, pik alanlar1 normal karyotipe sahip oldugu
bilinen ve hasta drnekleri ile ayni testte calisilmis 3 saglikli 6rnegin DNA’larindan elde edilen

pik alanlarinin (eksternal kontrol pikleri) ortalama sonuglari ile kiyaslandi ve doz tayinine

gidildi.



4. BOLUM
BULGULAR
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4.1. Hastalarin Klinik ve Laboratuar Bulgulan

Bes yasin iistiindeki hastalarin zeka testi degerlendirmelerinin hepsinde degisen derecelerde
(hafif-orta-agir) zeka geriligi (mental retardasyon) saptandi. Bunlardan 19°u (%38) agir, 18’1
(%36) orta ve 10’u (%20) hafif derecede idi. Diger 3 hastada yapilan gelisim testinde
hepsinin motor (kaba-ince), dil ve sosyal becerilerin en az ikisinde gerilik bulundugu belirtildi
(gelisim geriligi). Hastalarin 5’inde (%10) yaygin gelisimsel bozukluk, 18’inde (%36)
epileptik ndbetler, 19’unda (%38) mikrosefali, 2’sinde (%4) prematiir dogum Oykiisi,
29’unda (%58) fasiyal dismorfik bulgular mevcuttu. Hastalarin tiimiinde motor gelisim
geriligi gozlendi veya anamnezlerinde motor gelisim geriligi dykiisii pozitifti. Tiim hastalarin
beyin MRG, mental retardasyon/gelisim geriligi dereceleri ve diger eslik eden bulgular tablo
4.1’de sunulmustur. Yine klinik muayene ve anamnez Ozellikleri ve bunlarin kallozal

anomaliye gore dagilimi ise ylizdeleriyle birlikte tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.1: Hastalarin beyin MR goriintiilleme bulgulari, mental retardaston/gelisim geriligi

dereceleri ve eslik eden major klinik 6zellikler

Hasta no Beyin MRG MR/GG | Eslik eden major bulgu(lar)
) ; . Mikrosefali, strabismus, hipoplastik
KK’da Total agenezi, kolposefalik o : . s
HO1 dilate lateral ventrikiiller Agir MR ZE;; disik kulak, disuk ense sa¢
KK gévde posterior ve spleniumu Mikrosefali, epilepsi, egimli alin,
agenezik, mevcut kisimlar - periorbital dolgunluk, antimongoloid
HO02 : . " . Agir MR | "~ R
hipoplazik, sinirlari dizensiz ve g6z aksi, desteksiz yuriime ve
genislemis lateral ventrikiller oturma yok
HO3 Hipoplastik KK sinirlari dizensiz Orta MR | Desteksiz yiriime ve otrma yok
lateral ventrikiller
Genu-rostrum ve splenium son ucu Motor aelisim qerilidi. epilepsi
HO4 daha az tutulmakla birlikte yaygin Hafif MR strabis?nug gertigl, epriepst,
hipoplastik KK, PVL
Total agenezi, serebellar vermis Gelisim Trlgonos.efal!., metopik stur,
HO5 . . . ~.. | mongoloid gz aksl, dolgun
hipoplazisi, mega sisterna magna geriligi
yanaklar
HO06 ileri derece hipoplastik KK Hafif MR | Ptozis
Gdvde posterioru ve splenium’da Mikrosefali, mongoloid g6z aksi,
HO7 daha belirgin olacak sekilde Orta MR | kiiglk agiz, yuksek damak, kisa
hipoplastik KK boyun
HO8 Hipoplastik KK Orta MR | Strabismus
HO09 Hipoplastik KK Orta MR | Mikrosefali
. . ' Bilateral epikantus, hipoplastik
H10 Hipoplastik KK Hafit MR | jisler, el 5. parmaklarda klinodakili
. . - Yaygin gelisimsel bozukluk,
H11 Hllpopla.\stlk KK, , gecikmis Orta MR | prognatizm, pektus ekskavatus,
miyelinizasyon
pes planus
H12 Hipoplastik KK A§Ir MR I\/'I'lkfosefall, epilepsi, desteksiz
yurime yok
Mikrosefali, epilepsi, ylksek
H13 Total agenezi Agir MR | damak, retrognati, desteksiz
yuriime ve oturma yok
H14 Hipoplastik KK Hafif MR | Strabismus, yliksek damak
Hafif kaba ylz goriinimda,
Hipoplastik KK, dilate 3. ve bilateral - kamptodaktili, diz eklemlerinde
H15 oo Agir MR . 9 L
lateral ventrikiller kontraktir, arka-asagi yerlesimli
kulaklar, idrarda MPs (-)
Epilepsi, 5. el parmalarinda
H16 Hipoplastik KK, kalposefali Orta MR | klinodaktili, 2-3. ayak
parmaklarinda st Uste binme
Yaygin gelisimsel bozukluk, genis
. . ) burun koékd, uzun filtrum, disik
H17 KK spleniumu agenezik Hafif MR kulaklar, bilateral kriptorsitzm,
hipospadias
H18 Hipoplastik KK Orta MR Yagin gelisimsel bozukluk, pektus
ekskavatus, pes planus
H19 Hipoplastik KK Orta MR Genu rekurvaturn,.bellrgln. allln,
seyrek kaglar, simian cizgileri
Yurime destekli, mongoloid g6z
H20 Hipoplastik KK, ensefalomalazi Hafif MR | aksi, telekantus, basik burun kokdu,
disik kulaklar
. N Brakisefali, yiksek damak, belirgin
H21 Total agenezi Agr MR kulak heliksleri, sakral gamze
. - Mikrosefali, disUk alin sag ¢izgisi,
H22 Total agenezi, pakigri Orta MR bitemporal darlik, hipersalivasyon
H23 Hipoplastik KK Orta MR | Mikrosefali
. . . Epilepsi, pektus ekskavatus,
H24 Hipoplastik KK, dilate so lateral AGIr MR | ektremitelerde tonus artis!




Hipoplastik KK, dilate sol lateral

Epilepsi, pektus ekskavatus,

H25 ventrikl AgIr MR ekstramitelerde tonus artisi
Yaygin gelisimsel bozukluk,
H26 Hipoplastik KK Orta MR | bilateral telekantus, genis aralikh
disler, PDA
H27 Hipoplastik KK Orta MR | Epilepsi, sag ingitinal herni
Ho8 Hinoplastik KK AGir MR Mikrosefali, epilepsi, desteksiz
pop 9 ylrime ve oturma yok
iki tarafli strabismus, epikantus,
H29 Hipoplastik KK Hafif MR | genis burun kokd, ald dudak disa
everte, kriptorsitizm
H30 Hipoplastik KK Orta MR | Desteksiz ylrime ve oturma yok
H31 Hipoplastik KK, miyelinizasyonda AGIr MR Mikrosefali, epilepsi, desteksiz
gecikme 9 yuriime ve oturma yok
H32 Hipoplastik KK, pakigri Agir MR | Mikrosefali, epilepsi, desteksiz
yuriime ve oturma yok
Mikrosefali, epilepsi, egimli alin,
. . antimongoloid g6z aksi, genis ve
H33 Hipoplastik KK Orta MR | basik burun kaka, iki tarafl
epikantus
KK’da total agenezi, . . . . .
H34 miyelinizasyonda gecikme, lateral Agir MR NH':G?:@;’O?S;LizSI’odkeStekSIZ
ventrikillerde genigleme Y Yo,
H35 Hipoplastik KK, serebellar atrofi Hafif MR | Mikrosefali, ataksik ylriyls
KK’da total agenezi, subependimal Y:):glrégeéllsgm\slzlaboazkulglliké kemik
H36 heterotopi, serebellar vermis Hafif MR ya?m?aklérda I.(Iinod)a/\ktili T
hipoplazisi, 3 ve 4. ventriklller genis pe . ’
kliteromegali
H37 Hipoplastik KK Agir MR
H38 KK'da parsiyel agenezi A§ir MR Mikrosefali, epilepsi, desteksiz
yurime ve oturma yok
Agir Mikrosefali, epilepsi, spontan
H39 Total agenezi, beyin sapi hipoplazisi | gelisim | 2 60 ’
geriligi solunum guglugu
H40 Hipoplastik KK Orta MR | Yaygin gelisimsel bozukluk
. . - Epilepsi, ekstremitelerde tonus
H41 gzﬁtnuas k'ﬁm'in%a lglzsiplazmln Agir MR | artigl, burun kékl basik ve genis,
guyayg pop iki tarafli epikantus
H42 Hipoplastik KK, PVL Orta MR |VSD
H43 Hipoplastik KK Orta MR
Basik ve genis burun koku, disik
. . kulaklar, ASD, PDA, ince yapili el
H44 Hipoplastik KK Orta MR ve ayak parmaklari, ayak
parnaklarinda overlap
. o Desteksiz yuriime yok,
H45 Total agenezi Agr MR hipertelorizm, burun kéki genig
. - o Mikrosefali, epilepsi, gz takibi ve
H46 Total agenezi, pakigri Agir MR Isiga tepki yok
Total agenezi, dilate lateral N . - .
H47 ventrikiiller Agir MR | Epilepsi, hipotoni
H48 Total agenezi, beyin sapi Qiglirm Mikrosefali, epilepsi, ASD, MY, sol
hipoplazisi, mega sisterna magna %erﬁigi ventrikuler hipertrofi, makiila soluk
H49 Hipoplastik KK, dilate ventrkiiller Hafif MR | 53 bobrekte atrofi, sol bobrekte
nefrokalsinozis
Mikrosefali, epilepsi, desteksiz
H50 Hipoplastik KK Agir MR | ylrime ve oturma yok,
ektremitelerde tonus artisi

KK: Korpus kallozum, MRG: Manyetik rezonans goriintiileme, MR/GG:
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Mental retardasyon gelisim geriligi, PVL:

Periventrikiiler 16komalazi, ASD: Atrial septal defekt, PDA: Patent duktus arteriosus, VSD: Ventrikiiler septal defekt
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Tablo 4.2: Hastalarin klinik muayene ve anamnez dzellikleri ve bunlarin kallozal anomaliye

gore dagilimi yiizdeleriyle birlikte verilmistir.

Klinik ve anamnez bulgulari Agenezi* (%) Hipoplazi (%
Mental retardasyon/Gelisim Geriligi 14 (%100) 36 (%100)
Yaygin gelisimsel bozukluk 1 (%7) 4 (%8)
Gecikmig motor beceriler 14 (%100) 36 (%100)
Nobet 8 (%57) 10 (%27)
Mikrosefali 9 (%64) 10 (%27)
Prematurite 1 (%7) 1 (%2.7)
Fasiyal Dismorfizm 11 (%78) 18(%50)
Normal Karyotip 14 (%100) 36 (%100)
Anormal metabolik test - -

* Total veya parsiyel
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Kardiyovaskiiler sistemde 2 adet atrial septal defekt (ASD) (%4), 1 adet ventrikiiler septal
defekt (VSD) (%2), 1 adet mitral yetmezlik (MY) (%?2), 2 adet patent duktus arteriozus
(PDA) (%4) saptandi. Kas-iskelet sisteminde 3 hastada klinodaktili (%6), 1 hastada
kamptodaktili (%2), 3 hastada hiperekstansibilite (%6), 1 hastada eklem kontraktiirii (%2), 4
hastada pektus ekskavatus (%8), 2 hastada pes planus (%#4), 1 hastada genu rekurvatum (%?2)
tesbit edildi. Renal ve genitoiiriner sistemde 3 hastada inmemis testis (%6), 1 hastada
hipospadias (%2), 1 hastada ingilinal herni (%2), 1 hastada klitoromegali (%2), 1 hastada
renal atrofi ve nefrokalsinozis (%2) belirlendi. Gastrointestinal sistem bulgulari olarak
hipersalivasyon 3 hastada (%6), hipoplazik disler 3 hastada (%6) gozlendi. Okiiler sistemde
ise strabismus 5 hastada (%10), goz takibinin ve/veya 151k refleksinin olmamasi 1 hastada

(%2), makiilada solukluk 1 hastada (%?2) ve ptozis ise 1 hastada (%?2) tesbit edildi.

Hastalarin G bantlama ile yapilan kromozom analizlerinin hepsinde cinsiyete uygun karyotip
saptand1. Kan aminoasit kromotografisi ve idrarda organik asit incelemeleri tiim hastalarda
incelenmis olup hig¢ birinde spesifik bir metabolik hastaliga isaret edecek bulgu saptanmadi.
Yine dogumsal metabolik hastalik tarama analizi (Tandem MS) mevcut olan hastalarda da

herhangibir patolojik veriye rastlanmadi.

Eslik eden kardiyovaskiiler sistem, iskelet-kas, renal/genitoiiriner, vaskiiler, gastrointesitinal
ve okiiler sistem bulgusu olan hasta sayilar1 ve bunlarin mevcut kallozal anomaliye gore

dagilimi yiizdeleriyle birlikte tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3: Hastalarda eslik eden somatik bulgular ve bunlarin kallozal anomaliye gore

dagilimi yiizdeleriyle birlikte verilmistir.

Eslik eden somatik bulgular Agenezi* (%) Hipoplazi (%)
Kardiyovaskiler 1 (%7) 3 (%8)
Kas-iskelet 1 (%7) 9 (%25)
Renal/Genitouriner 2 (%14) 3 (%8)
Gastrointestinal 2 (%14) -
Okuler 1 (%7) 5 (%13)

* Total veya parsiyel
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Hastalarda saptanan korpus kallozum anomalilerinin 12’si total agenezi (%24), 2’si parsiyel
agenezi (%4) seklindeydi. 36 hastada ise (%72) korpus kallozum agenezi olmaksizin degisen
dercelerde hipoplazikti. Hastalarin beyin MR incelemelerinde korpus kallozum anomalisi
disinda toplam 3 hastada (%6) pakigri, 1 hastada (%2) heterotopi, 1 hastada (%2)
periventrikiiler l6komalazi, 3 hastada (%6) gecikmis miyelinizasyon, 2 hastada (%4)
serebellar vermis ve/veya hemisfer anomalisi ve 2 hastada (%4) da beyin sap1 hipoplazisi
saptanmistir (Tablo 4.4). Hastalarda belirlenen diger beyin MRG bulgular1 genislemis 3. ve 4.
ventrikiiller, genislemis ve sinirlar1 diizensiz lateral ventrikiiller, mega sisterna magna,
ensefalomalazi ve kalposefali seklindeydi (Tablo 4.1). Hastalarin beyin MR
goriintiilemesinde korpus kallozum anomalisi disinda saptanan diger merkezi sinir sitemi
bulgular1 ve bunlarin mevcut korpus kallozum anomalisine gore dagilimi yiizdeleriyle birlikte

tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4: Hastalarin beyin MR goriintiilemesinde saptanan merkezi sinir sistemi bulgular1 ve

bunlarin mevcut korpus kallozum anomalisine gére dagilimi yiizdeleriyle birlikte verilmistir.

Eslik eden merkezi sinir sitemi anomalileri Agenezi* (%) | Hipoplazi (%)
. L Pakigri 2 (%14) 1 (%7)
Gri madde patolojileri :
Heterotopi 1 (%7) -
. Periventrikller [6komalazi - 1 (%7)
Ak madde Patolojil
madde Fatolojren Gecikmis myelinizasyon 1 (%7) 2 (%14)
. o Serebellar vermis ya da 1(%7) 1(%7)
Posterior fossa anomalileri hemisfer
Beyin sapi anomalileri 2 (%14) -

* Total veya parsiyel

Toplam 4 hastanin analizlerinde subtelomerik yeniden diizenlenme saptandi. Bu degisiklikler
4 hastada da duplikasyon seklinde gozlendi. Iki hastada 16. kromozm kisa kolu (16p)
subtelomerik bolgesine spesifik SALSA P070 DECR2 prob piki alaninda artis saptanirken,
diger iki hastada 21. kromozom uzun klou (21q) subtelomerik bolgesine spesifik SALSA
P070 S100B prob piki alani artig gosterdi (Sekil 4.1a,b,c ve d).
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Sekil 4.1a: Kontrol (listte) ve HO2 numarali hastanin (altta) MLPA analiz sonuglari. Hasta ve
kontroliin SALSA P070 DECR?2 prob pikleri siyah okla gdsterilmistir.
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Sekil 4.1b: Kontrol (iistte) ve H33 numarali hastanin (altta) MLPA analiz sonuclari. Hasta ve
kontroliin SALSA P070 DECR2 prob pikleri siyah okla gosterilmistir.
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Sekil 4.1¢: Kontrol (iistte) ve H32 numarali hastanin (altta) MLPA analiz sonuglari. Hasta ve
kontroliin SALSA P070 S100B prob pikleri siyah okla gosterilmistir.



47

Kontrol 50

210

Fragman buyuklugu (bg)

270 | ) 33c

7200

€400

5800

4800-

b

2 sa00

3 @)
- ny
[=1 o
t=1 =

Sinyal BUylk

800

v

390

450

H39

150

210

270 l 330

Sekil 4.1d: Kontrol (iistte) ve H39 numarali hastanin (altta) MLPA analiz sonuglari. Hasta ve

kontroliin SALSA P070 S100B prob pikleri siyah okla gosterilmistir.
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On altinct kromozom kisa kolunda kopya sayisi artigi saptanan her iki hastada da mental
retardasyon (H02’de agir, H33’te orta derece), gecikmis motor gelisim Oykiisii, mikrosefali,
yilizde benzer dismorfik 6zellikler (egimli alin, asagiya doniik palpebral fissiirler, periorbital
dolgunluk) ve korpus kallozum anomalisi mevcuttu. Hastalarin klinik 6zellikleri tablo 4.5°da
karsilastirilmistir.

Hastalarin beyin MR orta sagittal kesitleri incelendiginde HO2 numarali hastanin korpus
kallozumunda rostrum ve govde tam olusmusken, gdvdenin anterior kisminin hipoplazik
formasyonda oldugu ve govdenin geri kalan kismi ile spleniumun olusmadigi goézlendi
(parsiyel agenezi) (Sekil 4.2). Diger hastada (H33) ise splenium hari¢ korpus kallozumun tiim
ksimlar1 diffiiz sekilde hipoplazik olup gdvdenin orta kisminda displazik bir alan mevcuttu

(Sekil 4.2).



Tablo 4.5: 16p subtelomerik bolgede kopya sayis1 artigi saptanan hastalarin klinik

Ozelliklerinin karsilastirilmasi.

Klinik Ozellikler H02 H33
Gecikmis motor beceriler + +
Mental Retardasyon + +
Mikrosefali + +
Korpus kallozum anomalisi + +
Benzer fasial dismorfizm + +
Nobetler + +
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Sekil 4.2: 16p subtelomerik bolgesinde kopya sayist artigi saptanan hastalarin (H02 ve H33)
sagittal beyin MR kesitleri. H02 numarali hastanin korpus kallozumunda rostrum ve gévde
tam olusmusken, gévdenin anterior kisminin hipoplazik formasyonda oldugu ve gévdenin geri
kalan kismu ile spleniumun olusmadigi goriilmektedir (parsiyel agenezi). Diger hastada ise
splenium hari¢ korpus kallozumun tiim ksimlar diffiiz sekilde hipoplazik olup gévdenin orta

kisminda displazik bir alan izlenmektedir.
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Yirmibirinici kromozom uzun kolunda kopya sayis1 artis1 saptanan hastalardan birinde (H32)
zeka testi uygulanmis ve agir mental retradasyon oldugu rapor edilmistir. Diger hastada (H39)
yasinin kiiciik olmasi nedeniyle zeka testi uygulanamamis ancak gelisim testinde tiim
alanlarda belirgin gerilik bulundugu (gelisim geriligi) bildirilmistir. Yine her iki hastada da
belirgin mikrosefali, pakigri, yiizde benzer dismorfik 6zellikler (burun kokii belirgin, gaga
burun, dolgun yanaklar) ve inat¢1 nébet oykiisii mevcuttu. Hastalarin klinik 6zellikleri tablo
4.6’de karsilastirilmistir.

H32’de korpus kallozum ileri derece hipoplazik iken H39°da total agenezi gozlendi (Sekil
4.3). H39’nin beyin MR raporunda ek olarak beyin sapinin tam gelismedigi rapor edilmisti.

Yine bu hastada muayene esnasinda trakeostomi mevcuttu.

Tablo 4.6: 21q subtelomerik bolgesinde kopya sayis1 artis1 saptanan hastalarin klinik

ozelliklerinin karsilastirilmasi.

Klinik Ozellikler H32 H39
Gecikmis motor beceriler 4 ++
Mental Retardasyon ++ ++
Mikrosefali ++ ++
Pakigri + +
Korpus kallozum anomalisi + ++
Beyin sapt anomalisi - +
Benzer fasial dismorfizm + +
Nobetler ++ ++

*: Daha agir klinigi gdstermektedir.
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Sekil 4.3: 21q subtelomerik bolgesinde kopya sayist artigi saptanan hastalarin (H32 ve H39)
sagittal beyin MR kesitleri. H32’de korpus kallozum ileri derece hipoplazik iken H39’da total

agenezi goriilmektedir. H39°da ayrica beyin sap1 hipoplazik olarak izlenmektedir.
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Korpus kallozumun dogumsal gelisim kusurlari, bir diger ifade ile anomalilerinin izole olarak
karsimiza ¢ikmast nadir bir durumdur (102). Gilinlimiize kadar korpus kallozum
anomalilerinin eslik ettigi ¢ok sayida kromozomal yeniden diizenlenme ve sendrom
bildirilmis olup bunlara her sene yenileri de eklenmektedir (2,11,22) . Ozellikle konvasiyonel
sitogenetik analiz ile tesbit edilemeyecek kadar kiigiik kopya sayist degisikliklerinin, son
yillarda kullanima giren molekiiler analiz yontemleri ile saptanabilir hale gelmesi genomdaki
sorumlu bolgelerin tesbitine biiylik katki saglamaktadir.  Genomdaki kopya sayisi
degisikliklerini saptayan array temelli bu ydntemlerle saptanan bolgelerin derlendigi
DECIPHER v5.1 veri tabanininda ‘korpus kallozum, korpus kallozum agenezisi ve korpus
kallozum hipoplazisi’ terimleri kullanilarak yapilan aramalarda 64’ delesyon, 61’
duplikasyon olan toplam 125 farkli bélge bildirildigi gézlenmistir (Sekil 5.1). KSD saptanan
bolge sayisinin ¢oklugu, korpus kallozum gelisim siirecinin karmasikligi ve ¢ok sayida farkl
genin bu siirecte gorevli oldugu fikrini giiclii bir sekilde desteklemektedir. Diger yandan
hastalarimizda saptanan duplikasyon bolgeleri bildirilmis bu bolgelerden farkli olup kismen
de olsa kesisen herhangi bir alan igermemektedir (Sekil 5.1).

Calismamizda, korpus kallozum anomalisi bulunan hastalarda subtelomerik KSD’lerini
saptamak amaciyla Multipleks Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi
kullanilmigtir. Subtelomerik degisiklik saptanan hasta sayist 4’tiir (%8). Subtelomerik bolge
degisiklikleri daha once spesifik olarak korpus kallozum anomalili hastalarda calisiimamis
olmakla birlikte, mental retardasyon/gelisim geriligi grubunda bu oran ortalama %5 olarak
bildirilmektedir (24). Literatiirde ise fenotipte korpus kallozum anomalisinin goézlendigi
30°dan fazla KSD bdlgesi bildrilmistir (22). Biz ¢alismamizda 16p ve 21q subtelomerik
bolgeleri olmak {iizere toplam iki bolgede KSD (her iki kopya sayisi degisikligi de
duplikasyon seklinde idi) saptadik (Sekil 5.1). Bunlardan ilki olan 16p subtelomerik
bolgesindeki degisiklerde bilindigi kadariyla korpus kallozum anomalisi bildirilmemistir. Bu
bdlge MLPA P070 DECR2 probunun hibridize oldugu iyi karakterize edilmis DECR2 genini
icermektedir. Burada yer alan basta DECR2 geni ve komsu genlerin fonsiyonlari ve eksprese
olduklar1 dokularla ilgili UCSC Genome Browser, Ensemble ve OMIM’de yapilan
incelemelerde duplikasyon saptanan iki hastanin korpus kallozum anomalilerini ve diger
merkezi sinir sistemi bulgularini agiklayacak spesifik bir veriye rastlanmadi. Ornegin DECR2
geni, peroksizomal bir enzim olan 2 4-dienoil-CoA rediiktaz enzimini kodlar. Bu enzim beta

oksidasyonda gorev alir ve en cok karaciger ve bobrekte ekspresyonu saptandigi

bildirilmektedir (103).
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Sekil 5.1: DECIPHER veri tabaninda korpus kallozum agenezisi ve hipoplazisi ile iligkili
oldugu bildirilen kopya sayis1 degisiklikleri bolgeleri. Kirmizi kutucuklar delesyonu, maviler
ise duplikasyonu gostermektedir. Calismamizda kopya sayist degisikligi saptanan
subtelomerik bolgeler kalin siyah oklarla ve sar1 renkte gosterilmis olup daha dnce bildirilen
bolgelerle ortiismemektedir.

(https://decipher.sanger.ac.uk/search?q=corpus+callosum&x=0&y=0 internet adresinden

degistirilerek alinmistir (Ref. 104))
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DECR2 geninin komsulugunda bulunan genlerden NME4 (Nonmetastatic Protein 23,
Homolog 4) nm23 gen ailesinden olup temel hiicre membrani proteinleri arasinda yer alir
(105). Bu proteinin ikili lipit katmani i¢inde lipit transferinde gorev aldigi diisiiniilmektedir
(106). Fetal beyinde ve eriskin beyin dokularinda ekspresyon verileri bu dokularda DECR2
geninin yiiksek miktarda eksprese edilmedigini gdstermektedir. Bu hastalarda ayrica beta

oksidasyon defekti ile uyumlu bir klinige de rastlanmamustir.

DECRZ2’nin hemen proksimalinde yerlesen RAB11FIP3 (Rab11 Family-Interacting Protein 3)
geni Rab GTPaz ailesinin bir iiyesi olup hiicre i¢i vezikiillerin olusumu, hedef bolgelere
yonlendirilmesi ve fiizyonu ile ilgili siire¢lerde gorev aldigi bildirilmektedir (107). Fetal
beyinde diisiik seviyede eksprese olan genin hipotalamus ve medulla oblangatada ekspresyonu
diger kisimlara nispeten fazladir. Bunlara ek olarak {i¢ genin de ozellikle fetal beyin
dokusunda ekspresyonlarinin az olmasi, hastalardaki korpus kallozum anomalileriyle

iligkilendirilmelerini giigclestirmektedir.

On altinc1 kromozom p13.3 bdlgesinde DECR2 genini de igine alacak sekilde meydana gelen
duplikasyonlar DECIPHER v5.1 veri tabanindan incelendiginde ise bu sekilde 5 adet KSA
saptanmustir (Sekil 5.2). Bu KSA’larin biiytikliikleri ve neden olduklar1 fenotipik 6zellikler
tablo 5.1°de verilmistir. Ilki (Decipher kodu 251455) yaklasik 0.9Mb uzunlugunda olup
fenotipte otistik davramis paterni, eklem laksisitesi, mental retardasyon, nistagmus ve
mongoloid goz aksi gozlendigi bildirilmistir. Ikincisi (Decipher kodu 251553) 11.35Mb
uzunlugunda olup ASD, yarik damak, infant donemde beslenme giigliikkleri, myopatik
olmayan hipotoni, diisiik dogum agirhigi, diisiik kulaklar, mikrosefali ve tek palmar ¢izgi
bildirilmistir. Ugiinciisii (Decipher kodu 249955) 14.03 Mb uzunlugunda olup iliskili fenotip
bildirilmemistir. Dordiinciisii (Decipher kodu 255116) 2.57Mb uzunlugunda olup mental
retardasyon/gelisim geriligi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Besincisi (Decipher kodu 256897)
10.68Mb uzunlugunda olup ebeveynlerdeki dengeli translokasyon sonucu olusan dengesiz bir

yeniden diizenlenme oldugu bildirilmistir. Bu degisiklikle ilgili de fenotip bildirilmemektedir.
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Sekil 5.2: DECIPHER v5.1 veri tabaninda DECR2 genini icine alan kopya sayisi
degisiklikleri. Mavi renkli cubuklar kopya sayis1 artisini, kirmizilar ise kopya sayis1 azaligini
gostermektedir (https://decipher.sanger.ac.uk/search?q=decr2&x=0&y=0 internet adresinden
degistirilerek alinmistir (Ref. 108)).
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Belirtilen 5 bolgeden higbirisinin fenotipinde kallozal anomali yer almamaktadir. Ancak
birinci (Decipher kodu 251455) ve dordiincii (Decipher kodu 255116) KSA’nin saptandigi
hastalarda mental retardasyon/gelisim geriligi rapor edildigi bildirilmektedir. Bu fenotip
hastalarimizda bulunan gelisim geriligi Oykiisi ve mental retardasyon bulgular ile
uyumludur. Diger yandan DECIPHER v5.1 veri tabanindaki bu hastalarda korpus kallozum
anomalisinin olmamasi, hastalarimizdaki olas1 duplikasyon bolgesinin veri tabanindaki
hastalardan farkli birtakim genleri icerebilecegi ve duplikasyonun olusmasi esnasinda kirilan
bolgelerin ve dolayisi ile etkilenen genlerin farkli olabilecegi ile agiklanabilir. Bu konuda en
dogru yorum ancak hastalarimizdaki duplikasyonun baslangic ve bitis noktalarinin tesbiti ile
miimkiin olacaktir. Bu baglamda tez calismasindan sonraki agsamada farkli analiz metodlariyla
mevcut bilgilerin mutlaka dogrulanmasi ve KSA’larmin kesin sinirlarinin belirlenmesi

hedeflenmektedir.
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Tablo 5.1: DECIPHER v5.1 veri tabanindaki DECR2 genini de i¢ine alacak sekilde meydana

gelen kopya sayisi artis bolgelerinin biiyiikliikleri ve neden olduklar fenotipik 6zellikler.

DECR?2 genini de iceren kopya
sayis1 artis bolgeleri Decipher
veri tabanm1 numaralari

Biiyiiklik (Mb)

Fenotip

Otistik davranis paterni, eklem laksisitesi,

251455 0.9 mental retardasyon, nistagmus ve mongoloid
g0z aksi
ASD, yarik damak, infant donemde
beslenme giigliikleri, myopatik olmayan

251553 .35 hipotoni, diisiik dogum agirlig1, diisiik
kulaklar, mikrosefali ve tek palmar ¢izgi

249955 14.03

255116 2.57 Mental retardasyon/gelisim geriligi

256897 10.68




60

Diger iki hastada artig gosteren 21q subtelomerik bolgesi ile ilgili yeniden diizenlenmelerde
korpus kallozum anomalisi ¢ogu kez rapor edilmistir (22,51). Ancak bu degisikliklerin biiyiik
cogunlugu kopya sayisindaki azalma seklindedir. Bununla birlikte O’Driscoll ve arkadaslari
2010 yilinda yaptiklar1 derlemede 21q11.21-q22.3 duplikasyonuna bagli korpus kallozum

anomalisi bildirilen 11 vaka oldugunu rapor etmislerdir (22).

MLPA Salsa P070 kitinin bu bolgede hibridize oldugu gen S100B (S100 calcium-binding
protein, beta) genidir. Bu genin ndrogelisimsel siirecte rol oynadigini destekler nitelikte
sizofreni, bipolar hastalik ve demans ile iligkisine yonelik bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (109-
111). S1I00B geni proteini glia hiicrelerinden derive edilmis bir protein olup merkezi sinir
sisteminin gelisiminde norotrofik faktér olarak gorev yapmasmin yaninda néronlarin
yasamsal faaliyetlerini siirdiirmesinde de rol oynadig: bildirilmektedir (112). SI00B geninin
primer olarak astrosit hiicrelerinde eksprese oldugu bilinmektedir. S100B proteininin
fonksiyonuna yonelik primer ndron ve glia hiicre kiiltiirlerinde yapilan in vitro deneylerde, bu
proteinin akson uzamasini uyardigi ortaya konmustur (113). Bu veriden hareketle akson
uzantilarindan olusan korpus kallozum gelisiminde S100B geninin de etkili olabilecegi
sOylenebilir. Yine parsiyel agenezi ve total agenezi bulunan iki hastamizda da bu geni igeren
bolgede KSD saptanmasi da bu noktada anlamlidir. Burada akla gelebilecek bir soru da S100B
geninindeki kopya sayisi artisinin ekspresyonunu ne sekilde etkileyecegi konusudur. Genel
olarak kopya sayist artisinin ekspresyonu da artiracagi diisiiniilebilir ancak tam tersine
duplikasyon durumlarinda bazi genlerin ekspresyonunun azaldigini gdsteren calismalar da
bulunmaktadir (114).

Diger taraftan S100B proteininin asir1 ekspresyonunun saglandigi farelerde, normal
ekspresyonun oldugu farelere nispeten perinatal hipoksik iskemide belirgin artis bildirilmistir
(115). Bu bolgede artig saptanan hastalarimizdan birinde de dogumda cildin mor olmasi ve
solunumun zayif olmasi nedeniyle kiiveze alinma Oykiisii mevcuttu. Hastamizdaki bu durum
S100B duplikasyonuna bagli ekspresyon artisini akla getirmekle birlikte dogum Oncesi
takiplerde saptanmis olan beyin sapindaki gelisim geriligine de bagli gerceklesmis olabilir.
S100B geninin komsulugunda bulunan genlerden PRMT2 (Protein Arjinin N-Methiltransferaz
2)’nin arjinin rezidiilerinin metillenmesinde gorevli oldugu diistiniilmektedir (116). Arjinin
rezidiilerinin metilasyonu ilk etapta akla PRMT2nin epigenetik diizenlemede rol oynadigini
akla getirmekle birlikte PRMT2’nin ndéron gelisimi, noron-glia hiicre etkilesimi ve akson
uzamasi gibi fizyolojik siireglerle ilgili bildirilmis herhangi bir fonksiyonu bulunmamaktadir.

Diger taraftan bu genin UCSC Genome Browser hgl9 programindaki ekspresyon verileri
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incelendiginde korpus kallozum ve merkezi sinir sisteminin diger bolgelerinde yiiksek
miktarda eksprese edilen genlerden olmadigi gozlenmistir (117). S100B geninin hemen
proksimalinde yerlesen DIP2A (Disco-Interacting Protein 2)’nin ise aksonlarin dogru yénde
uzanim gostermeleri ve bunu uygun fizyolojik motifte gerceklestirmelerinde gorev aldigi
belirtilmektedir (118). Bu yoni ile DIP2A’nin da kallozal gelisim siirecinde rol

oynayabilecegi One stiriilebilir.

S100B ve komsu bolgelerini igine alan bildirilmis kopya sayisindaki artislar DECIPHER v5.1
veri tabanindan incelenmis ve 0.1Mb uzunlugunda ve S100B’nin bir kismin1 i¢eren bir adet
artis bolgesi saptanmistir (Decipher kodu 256644) (Sekil 5.3). Ancak bu hastada fenotipik
Ozellik olarak obezite ve kaba ses rapor edilmis olup herhangi bir merkezi sinir sistemi

anomalisi veya mental retardasyon/gelisim geriligi bildirilmemistir.
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Sekil 5.3: DECIPHER v5.1 veri tabaninda S100B geninin bir bdliimiinii i¢ine alan 0.1Mb
uzunlugunda 1 adet kopya sayisi artig bolgesi bulunmaktadir. Kopya sayisindaki artis mavi
cubuk, azalis ise kirmizi ¢ubuklarla gosterilmektedir.

(https://decipher.sanger.ac.uk/patient/256644 internet adresinden yararlanilmistir (Ref. 119))
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Hastalarimizdaki korpus kallozum anomalisi disindaki MSS ve diger organ sistemleri
anomalileri, bugiine kadar bildirilen kallozal anomalili olgulara benzer sekilde ¢ok cesitlilik
gostermektedir (2,22). Ornegin bu ¢alismada korpus kallozum anomalisine eslik eden 4 ¢esit
(pakigri, heterotopi, beyin sapt ve cerebellum anomalileri) yapisal MSS anomalisi
bulunmaktadir. Bu durum ayni genlerin korpus kallozum ve bu yapilarin gelisim siirecinde
gorev almasi ile agiklanabilir. Bu genlerin fonksiyonlarini etkileyen genomdaki herhangi bir
degisiklik dogal olarak bircok MSS bélgesinin gelisimini de olumsuz etkileyecektir. Korpus
kallozum anomalisi ile birliktelik gosteren farkli sistem ve organlardaki patolojiler de yine
benzer sekilde aciklanabilecegi gibi, ¢cok sayida farkli geni igine alan KSD’lerinin farkli

sistem bulgularina yol agabilecegi akilda tutulmalidir.

Ikibinli yillarn baslarinda kullanimi yayginlasan MLPA yontemi, uygun prob karisimlar
kullanarak c¢ok farkli uygulamalarda kullanilabilecek bir tekniktir (120,121). Tek bir
reaksiyonla 45 farkli hedef bolge hakkinda bilgi saglayabilir. Bu yontemde, benzer amag i¢in
kullanilan multipleks PZR’dan farkli olarak tek ¢ift primer kullanilmasi, ayni reaksiyinda
farkli primer ¢iftlerinin kullanimi ile ortaya ¢ikabilecek sorunlarin da oniine gegmistir. Analiz
icin 20ng’a kadar DNA’nin yeterli olacagi belirtilse de biz ¢alismamizda en iyi sonucun 50-

100ng’lik DNA miktari ile saglandigini gézlemledik.
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Sonu¢ olarak daha o©nce subteloemrik bolgelerdeki degisikliklerin tek basina
incelenmedigi korpus kallozum agenezisi ve hipoplazisi bulunan hasta grubunda

MLPA yontemi ile %8 oraninda (4/50) KSD saptadik.

MLPA ile saptadigimiz subtelomerik kopya sayisi artiglari, FISH, uzun dizi PZR,
nested PZR ve array CGH gibi farkli metodlarla daha ayrintili incelenecektir.

Bu sekilde kirik bolgelerinin saptanarak dnceden bildirilmis kritik noktalarla benzerlik

yoniinden degerlendirilmesi hedeflenmektedir.

Ancak hedeflenen bu arastirmalar mevcut ¢alismanin kapsami disindadir. Bu amagla
mevcut ¢calismamiz belirlenen diger hedeflere yonelik yapilacak calismalara onciiliik

edecektir.
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