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OZET

Kromozomlarda belirlenen mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlar, DNA’ daki
kopya sayis1 degisikliklerinin (CNV) patolojik bir alt grubudur. Bir kilobazdan
birkag megabaza kadar biiyiikliikleri degisebilmektedir. Dizin karsilastirmali
genomik hibridizasyon (aCGH) teknolojisinin kullanilmaya baslamasindan sonra bu
tir kromozom dengesizliklerinin belirlenmesi kolaylagsmistir. Bunlardan biri de
17921.31 mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromudur.

17g21.31 bolgesinde bulunan 500-650 kb biiyiikliigiindeki kopya kayiplari, Koolen-
de Vries Sendromu (KdVS) olarak tanimlanir, zihinsel kisitlilik, hipotoni ve belirgin
yiiz 6zellikleriyle birliktedir. Daha sonraki calismalar, bu bolgede yerlesik KANSL1
geninin haplo-yetersizliginin, 17q21.31 mikrodelesyon sendromu bulgularinin
olusmasi i¢in yeterli oldugunu gostermistir.

Bu calisma ile aCGH sonucunda 17921.31 mikrodelesyon bolgesinde KANSL1
genini iceren kopya sayist kaybi saptanan 30 hasta, MLPA yontemi ile yeniden
incelenmistir. Bu karsilastirma sonucunda 30 hastadan sadece 3 iinde KANSL1
geninin delesyonu bulunurken, 1 hastada duplikasyon saptanmistir. Bir hastanin
sonucu ise yonteme bagli nedenlerden dolay1 degerlendirilememistir.

Yapilan bu galisma ile aCGH ile KANSL1 genini iceren kopya kaybi saptanmasi
durumunda, klinik degerlendirme ve bagka bir yontemle dogrulama yapilmadan

rapor verilmesinin yanlis olacagi goriilmustiir.

Anahtar kelimeler: CNV, KANSL1, aCGH, MLPA, 17g21.31, KdVS



ABSTRACT

Microdeletion and microduplications are detected on chromosomes as a pathological
subgroup of copy number variants (CNV) of DNA. Sizes can change from one
kilobase to several megabases. It has become easier to identify such chromosomal
syndromes after use of array-based comparative genomic hybridization (aCGH)
technology. One of them is 17921.31 microdeletion and microduplication syndrome.
Copy loss in size of 500-650 kb in the regions 17g21.31 which is describe as Koolen-
de Vries Syndrome (KdVS) includes mental retardation, epilepsia, hypotonia and
characteristic facial features. Novodays, we know that haplo-insufficiency of
KANSL1 gene in this region is sufficient for occure of theses 17g21.31 microdeletion
syndrome findings.

In this study, 30 patients with a loss of copy number including the KANSL1 gene in
17921.31 microdeletion region as a result of aCGH were examined by MLPA
method again. As a result of this comparison, only three of the 30 patients had a
deletion of the KANSL1 gene and duplication was found in one patient. The outcome
of a patient can not be assessed due to procedural reasons.

This study was show that if KANSL1 gene loss were detected by aCGH, it would be

wrong to report it without being validated by clinical evaluation and another method.

Keywords: CNV, KANSL1, aCGH, MLPA, 17921.31, KdVS
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1. GIRIS

Mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlari, mayotik hatali homolog
kromozom eslesmeleri ile gerceklesen kopyasayist degisiklikleriyle olusmaktadir (1).
Mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlari 200’den fazla entelektiiel ve
gelisimsel gerilik sendromlart ile iligkilidir. Yapilan son ¢alismalarda mikrodelesyon
sendromlarinin ~ goériilme  sikligi 10.000  dogumda 1.99  seklindeyken,
mikroduplikasyon sendromlarinda 0.7 seklindedir (2). Istk mikroskopu ile 5-10 Mb
altindaki degisiklikler tespit edilemediginden bu hastalarin konvansiyonel karyotip
bulgusu normal olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle genetik tani igin
¢oziinlirliigli daha yiiksek olan dizin karsilagtirmali genom hibridizasyon (aCGH),
hedefe yonelik olarak floresan in situ hibridizasyon (FISH), kantitatif floresan
polimeraz zincir reaksiyonu (QF-PCR) veya ¢oklu ligasyona bagli prob
amplifikasyonu (MLPA) yontemleri kullanilmaktadir (3).

aCGH' nin uygulanmasindan sonra tespit edilen sendromlardan birisi de 17q21.31
mikrodelesyon ve mikroduplikasyonudur (Koolen-de Vries sendromu) (4). Koolen-
de Vries sendromu (KdVS), %95 KATS diizenleyici NSL kompleks iinitesi 1
(KANSL1) gen delesyonu/duplikasyonu ile olusurken, vakalarin %5 ’inde KANSL1
geninde mutasyon bildirilmistir (5). 17g21.31 mikrodelesyonu 16.000 dogumda 1
insidansa sahipken, 17g21.31 mikroduplikasyon simdiye kadar sadece 5 hastada
bildirilmigtir (6). 17q21.31 gen bolgesinde meydana gelen bir mikrodelesyon rutin
olarak yapilan sitogenetik G-bantlama yontemi ile belirlenemez (7). MLPA, aCGH
ya da KANSL1geni dizi analizi ile tan1 konulabilir (5).

Bu calismada, geriye doniik olarak Ocak 2013-Aralik 2015 tarihleri arasinda
boliimiimiize karyotip anomalisi olmayan, nedeni agiklanamamis gelisimsel gerilik,
epilepsi ve dismorfik yiiz goriiniimii nedeni ile aCGH analizi i¢in bagvuran hastalar
KANSL1 genini igeren kopya sayist kaybi agisindan tekrar degerlendirilmistir.
KANSL1 delesyonuna sahip olan hastalarin bazilarinda benzer dismorfik yiiz
goriintlilerine sahip olmalarindan dolayr Koolen-de Vries sendromu tanisi
koyabilmek icin ortak bir fenotipik 6zellige sahip olabilecekleri diislintilmiistiir.

Delesyon saptanan hastalar ikinci bir yontem olarak MLPA ile incelenmistir.



Calisma sonucunda hastalarin aCGH, MLPA sonuglart ve fenotip oOzellikleri
karsilagtirilarak, KdVS tanisinda genetik yaklasim agisindan bir algoritma

olusturulmasi1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kopya Sayis1 Degisiklikleri ve Kromozomal Sendromlar

Insan genomu, her bir ebeveynden bir set aktarilan 23 ¢ift kromozomdan
olugmaktadir. DNA yaklagik 30.000 adet geni kodlamaktadir. Giiniimiizde, genomda
DNA' nin kopya sayisinda degisiklikler olabilecegi bilinmektedir (8). Kopya sayist
degisiklikleri (CNV), referans insan genomuyla karsilastirildiginda DNA' nin bir
kisminin artis1 veya kaybir olarak tanimlanir; bir kilobazdan birka¢ megabaza hatta
biitiin bir kromozoma (trisomiler ve monozomiler) kadar degisebilmektedir (1).

Olusum mekanizmasi agisindan  iki bliytk CNV  smift  vardir:
tekrarlayan(recurrent) ve tekrarlamayan (nonrecurrent). Tekrarlayan CNV' ler genel
olarak mayoz boliinme esnasinda allelik olmayan homolog rekombinasyon (NAHR)
ile ortaya ¢ikarlar (Sekil 1) ve kirik noktalar, CNV bdlgesini ¢evreleyen biiyiik
duplike dizilerin sinirinda  bulunur. Kirik noktalari, tanimlanan bdlgelerde
kiimelendigi icin, tekrarlayan CNV' lerin kapsami ilgisiz bireylerde bile esasen
Ozdestir. Diger grup CNV' ler ise, genellikle benzersiz bir dizi i¢inde uzanan ve
hazirlayict bir genomik yapidan kaynaklanmayan boélgelerde kirik noktalarma
sahiptir (1). Bu CNV' ler, homolog olmayan ug birlestirme (NonHEJ) ve replikasyon
durdurma (Frog stalling) ve kalip kaydirmay1 (template switching) igeren birkag
farkli mekanizma ile ortaya ¢ikabilir. Sonug olarak, bu sekilde olusan CNV” ler iki
ilgisiz bireyde cakisabilmesine ragmen, ayni kirik noktalarmi paylasma olasilig
dustiktiir (1).

CNV' ler, bir veya daha fazla gen icerebilir ya da hi¢ gen icermeyebilir. Bazi
CNV' ler hastaliga neden olsa da birgogu saglikli bireylerde benign varyantlar olarak
bulunmaktadirlar. Molekiiler genetik yontemler gelistikce patojenik kopya sayisi
varyantlart olusturan mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarinin

belirlenmesi kolaylagmustir (9).
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Sekil 1. Genomda kopya sayis1 degisikliklerinin olusumunu agiklayan hatali eslesme
ve sonuglar1 Referans 1’ den modifiye edilmistir. Bu semada, yiiksek dizi benzerligi
olan iki biiyiik bolgesel duplikasyon (mavi ok) a, b ve ¢ genlerini igeren bir bolgeyi
icermektedir.  Homologlarin yanlis eslesmesini takiben, bu tekrarlar, mayoz
sirasinda, allelik olmayan, segmental duplikasyonlar yerine paralog gecisli olaya
yardim ederek NAHR' yi kolaylastirir. Bu, karsilikli iki iirline neden olur: a, b ve ¢
genlerinin ek bir kopyasi tasiyan duplike kromozom ve ayni bdlgenin delesyonunu

tagiyan ikinci bir kromozom seklindedir (1).
2.2. Koolen-de Vries Sendromu

Koolen-de Vries sendromu (KdVS) (OMIM# 610443) olarak da bilinen
17921.31 mikrodelesyon sendromu ilk olarak 2006 yilinda dismorfik bulgular,
hipotoni, zihinsel kisithilik ve organ bozukluklarini igeren kisilerde tanimlanmistir
(10, 11, 12). Ayrica olgularin %50' sinden fazlasi beyinde yapisal bozukluklar
(korpus kallozum agenezisi, ventrikiil genislemesi), epilepsi, kardiyak (aortik veya
pulmoner stenoz, ventrikiiler veya atriyal septal defektler) ve genitoiiriner sistem
bulgulart ile ortaya ¢ikmaktadir (13, 14, 15). Konjenital kardiyak defekti olarak
hastalarda pulmoner stenoz (%27), septal defektler (%18), bikuspit aort kapagi
(%18), patent duktus arteriozus, foramen ovale veya aortik dilatasyon bildirilmistir.
Urolojik anomali olarak kriptorsitizm, hipospadias, vezikoiireteral reflii %82 gibi,
yilksek oranda hastalarda gozlenmistir. Hastalarin  %58-73’linde  ¢ocukluk

doneminde eklem hipermobilitesi goriiliir ve bazen kalg¢a ¢ikigi (konjenital veya



edinsel) veya pozisyon bozukluklari saptanabilir (15, 16). Daha nadir olarak isitme
kayb1 (%26), ektodermal anomaliler, hipermetropi ve diger goz kusurlar1 da
bildirilmistir (15, 17).

KdVS sendromu otozomal dominant kalitim 6zelligindedir. Genetik degisim
genellikle ireme hiicrelerinin (yumurta ve sperm) olusumu sirasinda veya erken fetal
gelisim sirasinda de-novo olarak gelisir. Etkilenen kisilerin genellikle ailelerinde
benzer hastalik oykiisii yoktur (18,19).

Koolen-de Vries sendromu (KdVS), KANSL1 gen bolgesini de igeren
CRHR1, MAPT, IMP5 ve STH gen bolgelerini kapsayan 17q21.31 bolgesinde 440-
680 kb'lik bir kopya kayb1 veya bir intragenik KANSL1 mutasyonu nedeniyle olusur
(20). Delesyon bolgesinin kesin boyutu etkilenen kisiler arasinda degismekle birlikte
yaklagik 500 kb biiyiikliiglinde ortak delesyon bdlgesi goriilebilmektedir. Bununla
birlikte, KANSL1 gen mutasyonuna sahip bireylerin mikrodelesyon ile ayni fenotipe
sahip olmalar1 nedeniyle, bu genin fenotipten sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(22).

2012" de KdVS Kklinik 6zelliklerini tasiyan dort bagimsiz bireyde KANSL1'
deki patojen tek niikleotid varyantlart (SNP'ler) tanimlanmistir ve bu, KANSL1' in
haployetersizliginin KAVS fenotipine neden olmasi igin yeterli oldugu gosterilmistir

(22).

2.3. KANSL1 Geni ve Komsu Genler

KANSL1 geni 17. Kromozomun uzun kolunun (q) 21.31 [(GRCh38):
46,029,915 46,225,373] bolgesinde yer almaktadir. Sekil 2° de KANSL1 geninin
kromozom tizerindeki yeri gosterilmistir (23). KANSL1 geni 15 ekzondan
olugsmaktadir, 202459 baz ¢ifti icermekte ve 1105 protein kodlamaktadir (24).
KANSL1 gen iiriinli, KAT8 diizenleyici NSL kompleksi adi verilen bir grup ile
etkilesen protein kompleksinin bir iiyesidir. Bu kompleks bir histon asetiltransferaz

(HAT) kompleksi olarak siniflandirilir ve kromatin modifikasyonunda rol oynar (21).



pl3.3
pl3.2
pli.l
pl2
pll.2
pll.1
qll.1
gll.2
ql2
g21.1
g2l.2
g2l.31
gq2l.32
g2l.33
qi2
ge3.1l
g23.2
ge3.3
g24.2
g24.3
g25.1
géd.2
g25.3

Sekil 2. KANSL1 Gen bolgesinin kromozom tizerindeki yeri 17921.31 (23)

KANSL1 geninden diiretilen protein, dogumdan Once ve yasam boyunca
viicudun organ ve dokularinda bulunur. Diger genlerin aktivitesini kontrol altina
alma konusundaki tutumu ile bu protein, viicudun bir¢ok boliimiiniin gelisimi ve
islevinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu genin bir kopyasinin kaybedilmesi normal
gelisimi ve fonksiyonu bozar, ancak KANSL1 gen kaybinin KdVS spesifik belirti ve
semptomlariyla olan iliskisi tam olarak agiklanamamistir (21).

KANSL1 geninin 850-882 aminoasitleri arasinda kalan bolge KATS histon
asetiltransferaz aktivasyonunu saglayan bolgesi Sekil 3’ de gosterilmistir. Bu

bolgede goriilen bir mutasyon KANSL1 proteininin aktivitesini engellemektedir (25).

Regioni 850 - 882 Required for activation of 33
KAT8 histone
acetyltransferase activity
& Add % BLAST

Region' 883 - 1105 Sufficient for interaction 223
with KATS

i Add % BLAST
Sekil 3. KANSL 1 Geni aktif bdlgesi (25)

KANSL1 geni ayrica CENP-36, centromere protein 36, DKFZP727C091,
hMSL1vl, KANL1 HUMAN, KDVS, KIAA1267, Male-specific lethal 1 homolog,
MLL1/MLL complex subunit KANSL1, MSL1 homolog 1, MSL1v1, non-specific
lethal 1 homolog, NSL complex protein NSL1, NSL1 seklinde de
isimlendirilmektedir (23).



KANSL1 geni tespiti i¢in farklt molekiiler yontemler kullanilmaktadir.
Siklikla kullanilan testler kantitatif PCR, MLPA, kromozomal mikrodizilim
yontemlerdir. Bu yontemlerle tani sans1 %95°tir (5). Ayrica gen i¢i mutasyonlarin ve
daha kiiciik intragenik delesyon/duplikasyon bolgelerinin tespiti i¢in dizi analizi
yapilabilir. Ancak bu calisma ile gen bdlgesinin tam delesyon/duplikasyon alani
tespit edilemez. Bu yontemin c¢alisilmasi ile elde edilen basar1 ise %5 tir (5).
aCGH caligmalarinda goriilen delesyon/duplikasyon farkliliklar1 ikinci bir yontem
olarak FISH veya MLPA yontemi ile tekrar edilip dogrulugunun teyit edilmesi
onerilmektedir (5).

KANSL1-AS1, KANSL1 antisense RNA olarak adlandirilmaktadir ve 17.
Kromozom iizerinde q21.31 bdlgesinde bulunmaktadir. Long-noncoding RNA
ozelligindedir. KANSL-AS1 ayrica LOC644246 seklinde de isimlendirilir. KANSL1

geninin molekiiler diizeyde bulunma yeri ve komsu genler Sekil 4° deki gibidir (24).

Chromosome 17 - NC_000017.11
[ 45804382 [ 46339367

HAFT LOC107955027 HAPKSIPLFL
5TH KANSL1-AS1#p  DNDIP2
KANSLL
LRRC37R

Sekil 4. KANSL1 Geninin molekiiler diizeyde bulunma yeri ve komsu Genleri (24)

2.4. Histon Asetiltransferaz (H4K16)

KANSL1 proteini, histon H4 lizin 16 (H4K16) asetilasyonu yoluyla gen
ifadelenmesini etkileyen, kromatin degistirici K (lizin) asetiltransferaz 8 (KATS8)’ in
evrimsel olarak korunmus bir regiilatoriidiir (26,27). KATS, hiicre proliferasyonu ve
genom kararliligiin korunmasi da dahil olmak iizere 6nemli biyolojik islemler i¢in
kritik 6neme sahiptir (5). Spesifik olarak, histon H4 lizin 16' nin asetilasyonu, DNA
replikasyonu, DNA onarimi, hiicre dongiisii ve tiimor olusumu gibi ¢esitli biyolojik

stireclerde rol aldig1 bildirilmektedir (28, 29, 30, 31).



2.5. aCGH Yontemi

Molekiiler karyotipleme olarak da adlandirilan dizin karsilastirmali genomik
hibridizasyon (aCGH), genomik kopya sayisi varyasyonlarmin (CNV) yiiksek
¢Oziiniirliikle genom taramasi igin gelistirilmis bir tekniktir (32,33). Klinik olarak
mevcut olan aCGH platformlarinin ¢ogu, andploidi, iyi tanimlanmis mikrodelesyon /
mikroduplasyon sendromlarin1 ve subtelomerik veya diger dengesiz kromozomal
yeniden diizenlenmeleri tespit etmek icin tasarlanmistir. Yontem DNA kopya sayisi
artiglart ve azalislar1 icin yiizlerce ayr1 genomik lokusun kapsamli olarak
sorgulanmasini saglar (34).

aCGH, segmental genomik CNV’lerle iliskili mental retardasyon, otizm,
coklu konjenital anomaliler ve dismorfizm bulunan hastalarda tani sansini artirmis ve
hastalik geninin kesfi ve dogum Oncesi tanisi i¢in giiglii bir ara¢ haline gelmistir(9).
Saptanan CNV” ler fenotipik etki olasiliklar1 agisindan {i¢ gruba ayrilmaktadir (9):

1. Benign (populasyonda normal kisilerde olan veya gen i¢germeyenler)

2. Patojenik (Bir sendroma neden oldugu bilinenler)

3. Onemi bilinmeyen varyasyon (VUS) (daha 6nce bildirilmemis ve gen

igcerenler) (Genomik Varyantlarin Veritabani, http://projects.tcag.ca/variation)

Klinik degerlendirme i¢in varyasyonun kalitsal ya da de novo olup olmadigini
belirlemek 6nemlidir. Bunun i¢in ebeveynlerin de es zamanl ¢alisilmasi onerilir (9).
Ebeveynler asemptomatik oldugunda (¢ogu vakada oldugu gibi), de novo bir
varyasyon muhtemelen patojen olabilirken, kalitsal bir varyasyon genellikle benign
olarak degerlendirilir. Bununla birlikte de novo degisim tespit edildiginde, bazen
cocugun fenotipine olan katkisini tahmin etmek gligtiir ve prognoz belirsizligini
koruyabilir (9).

Genomik dengesizliklerin klinik etkisinin dogru degerlendirilebilmesi i¢in,
metafaz veya anafaz FISH analizleri, QF-PCR analizi, MLPA ve daha yiiksek
¢ozliniirliiklii aCGH platformlarini iceren diger sitogenetik ve molekiiler yontemlerle

dogrulanmasi onerilir (Tablo 1) (35).



Tablo 1. Kopya sayis1 degisikliklerini saptama yontemleri ve 6zellikleri

Yontem adi Duyarhhik (b¢) Olcek Mutasyon
Anoploidi
Poliploidi

Sitogenetik 5-10x10° Tiim genom Dengeli ve dengesiz

yapisal yeniden
diizenlenmeler
Delesyon
Duplikasyon
Amplifikasyon
5 i :
FISH 1-10x10 Hedef bolge Inserstyon
Inversiyon
Translokasyon
Andploidi
Poliploidi
Delesyon
CGH 6x10*-10° Tiim genom Duplikasyon
Amplifikasyon
Anoploidi
Delesyon
aCGH 8x10%-10° Tiim genom Duplikasyon
Amplifikasyon

Nokta mutasyon
Kiigiik delesyon
MLPA 150-200 Hedef bolge Kiigiik duplikasyon
Amplifikasyon
Metilasyon
Nokta mutasyon
Kiigtik delesyon
Kiigiik duplikasyon
Kiiciik insersiyon

Dizileme 1 Hedef bolge

2.5.1. aCGH avantajlari
Mikrodizilim tabanli CGH, gen kopya degisikliklerinin analizi i¢in kullanilan
diger mevcut yontemlere kiyasla onemli avantajlar sunmaktadir (36).
e Kromozom eldesine gereksinimi yoktur (37).
e BAC' ler (bakteriyel yapay kromozom) ve PAC'ler (P1'den tiiretilmis yapay
kromozom) gibi biiylik ekleme genomik klonlarinin kullanilmasi, tek kopya
degisikliklerini saptamak ve sapma siirlarin1 dogru bir sekilde tespit etmek

icin yeterli yogun sinyalleri saglar (37).
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e Yiiksek ¢oOziniirliikle biitiin genomun tek bir deneyde analiz edilmesine
olanak tanir. Diziyi ek klonlarla tamamlayarak ¢oziiniiliirliikk yaklasik 40 kb'e
kadar yiikseltilebilir (36). Standart ¢oziiniirliikk 1- 5Mb arasinda degisir (37,
38).

e Spesifikligi ve hassaslig1 yiliksek bir tekniktir (37,38, 39).

e Islemin bir kism1 yari-otomatiktir, bu yonteme hiz avantaji saglar (38).

e Array dizileri cDNA kullanilarak da yapilabilir (40).

2.5.2. aCGH dezavantajlar

e Konvansionel CGH' de oldugu gibi, aCGH’ in temel dezavantaji, kopya
sayisinin degismesine neden olmayan anomalileri ve mozaizmi tespit
edememesidir. Algilanabilecek mozaizm seviyesi, klonlarin duyarliligina ve
¢ozliniirliigiine baglidir (40).

e Genom iizerindeki tek kopya degisikliginin tespiti zordur (41).

e Array CGH sonuglarini, klon kalitesi ve cihaz sinyal kalitesi etkilemektedir
(42).

e Popiilasyondaki kopya sayist polimorfizmleri aCGH analizlerinin
yorumlanmasini zorlagtirmaktadir (43).

e Ticari kitlerinin bulunmamas1 uygulamada sorun yasatabilmektedir.

2.6. MLPA Yontemi

MLPA (Coklu ligasyona bagli prob amplifikasyonu) farkli niikleik asit
dizilerindeki (DNA ya da RNA) kopya sayis1 degisikliklerini tek bir reaksiyonla
saptamaya olanak saglayan bir multipleks PCR metodudur. Tek niikleotid
degisimleri bile ayirt edebilen giiclii bir tekniktir (44).

MLPA tekniginin temeli, hedef sekanslari ¢ogaltmak yerine, hedef
sekanslarina bagli olan MLPA problari ile amplifiye edilmesidir. Her MLPA probu,
basarili bir ligasyon i¢in hedef DNA' ya bitisik hibridize olmas1 gereken iki prob
oligontikleotitten olusur. Yalnizca baglanmis problar PCR ile {istsel olarak
cogaltilabilir (45).

MLPA testleri her bir amplifikasyon iirlinliniin uzunlugu 120-500 niikleotid

arasinda birbirinden farkli olacak sekilde hazirlanirlar. Boylece amplifikasyon
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sonrasi uiriinler, kapiller elektroforez ile ayrilir ve analiz edilirler (46). Amplifikasyon
sonras1 analize olanak taniyan sinyal floresan isaretli PCR primerlerinden
olusmaktadir (44).

Sadece bir termal cycler ve kapiler elektroforezine ihtiya¢ duyuldugundan
uygulamasi kolay olup, diinya capinda bir¢ok laboratuvarda tercih edilmektedir.
Yontem ayrica, 24 saat igerisinde 96 6rnegin ayni anda analizine olanak tanir (46).
Geleneksel multipleks PCR, amplifiye edilecek her fragman i¢in bir primer gifti
gerektirirken, MLPA reaksiyonlarindaki tiim fragmanlar sadece bir PCR primer ¢ifti
kullanilarak amplifiye edilir. Tim hedef sekanslar i¢in tek bir primer ¢iftinin
kullanilmasi, siradan bir multipleks PCR' de ¢oklu primer ¢iftlerinin neden oldugu
esitsiz amplifikasyon verimliligi problemlerini ortadan kaldirir (47).

MLPA teknigi suna dayanir. Belirlenmesi ve boyut tayini yapilmak istenen
50 farkli niikleik asit dizisinin amplifikasyonu i¢in 6rnege 50 farklit MLPA probu
eklenir. Bu problarin her biri hedef dizinin komplementerdir. Her bir prob aslinda
PCR primer ciftlerinden birini tantyacak dizileri tasiyan iki oligoniikleotidden olugur
ve bu oligoniikleotidler hedef dizi iizerinde birbirine bitisik bolgelere hibridize
olurlar (46).

Hibridizasyondan sonra bu problar, spesifik bir ligaz enzimi ile birbirine

baglanirlar. Bu ligaz reaksiyonu spesifiktir. Tek bir niikleotid degisikligi bile ayirt
edilebilir. Ligasyon iiriinii her iki PCR primerinin dizisini de tasiyacagindan PCR
boyunca eksponansiyel olarak amplifiye olacaktir (47).
Bunun aksine, ligasyonu ger¢eklesmemis problarin her biri tek bir primer dizisi
icerdiginden eksponansiyel olarak amplifiye edilemeyecek ve bir sinyal
tretemeyeceklerdir. Bu yiizden MLPA, baglanmamis problarin ortamdan
uzaklagtirilmasini gerektirmez (47).

MLPA testlerinde biitiin dizilerin amplifikasyon hizi birbirine esit olmaz. Her
zaman bazi dizilerin amplifikasyon hizlar1 digerlerine oranla yavas olmaktadir. Buna
bagli olarak diisiik bir pik alam1 verebilmektedir. Bu ylizden tek bir MLPA
amplifikasyon profili kopya sayis1 degisikligi olup olmadiginin saptanmasinda yeterli
degildir. Her zaman degerlendirme yapilirken c¢alisilan pik referans pik ile
karsilastilir. Amplifikasyon iiriinlerinin karsilastirma sonucu elde edilen pik alanlari,

bu sekilde analiz edilebildiginde hedef dizinin kopya sayis1 degisikligi hakkinda
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yorum yapabilme firsat1 saglar (46).

MLPA kullanim alanlari, delesyon, duplikasyon analizi, metilasyon analizi,
mRNA’larin relatif kantitasyonu ve bilinen mutasyonlarin tespitidir. Bir veya daha
fazla ekzonun heterozigot delesyonlar1 ve duplikasyonlari, normal gen kopyas1 hala
mevcut oldugundan, sekanslama veya diger tekniklerle tespit edilemez. Bu nedenle
MLPA yontemi birgok genetik hastaligin tanisinda 6nemli bir rol oynamaktadir (46).

DNA denatiirasyon, DNA ligasyon, polimer zincir reaksiyonu ve sonuglarin
degerlendirilmesinden olugmaktadir. Bu basamaklar Sekil 5 iizerinde gosterilmistir

(46).

A. Denatiirasyon ve Hibridizasyon

PCR primer sequence X PCR primer sequence Y

_— /'/ Stuffer sequence
Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)
B. Ligasyon

.

C. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

b4
<

D. Fragment Analizi

“ H\Hl.”l | !Hllﬂll l. i,

Sekil 5. MLPA basamaklar1 (A. Denatiirasyon ve Hibridizasyon, B. Ligasyon, C.

Polimer zincir reaksiyonu, D. Fragment analizi)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma (Proje No: KA 17/01) Baskent Universitesi Tip ve Saglhk
Bilimleri Arastirma Kurulu ve Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve Bagskent
Universitesi Arastirma fonunca desteklenmistir. Geriye doniik yapilan ¢alismada
baska bir calisma icin onay1 olan hasta bireyler incelenerek 40 hastadan bu onay1

veren 30 hasta ¢calismaya alinmistir.

3.2. Hasta Grubu

Ocak 2013- Aralik 2015 yillar1 arasinda Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
biinyesindeki Tibbi Genetik Anabilim Dalina idiopatik mental retardasyon,
dismorfik yliz goriiniimii, epilepsi, gelisimsel gerilik endikasyonlari ile basvuran
ve karyotip analizinde bulgu saptanmayan aCGH analizi yapilan hastalar geriye
doniik olarak KANSL1 delesyonu varligi agisindan degerlendirilmistir.

Calisma grubuna alinan hastalarin aCGH analizleri Roche Nimblegen 6x720 K,
12x135K ve 3x1.4M Mikrodizilim platformu ile yapilmistir. En az 5 probla
hibridize olan, 50kb ve iizeri kopya sayis1 degisiklikleri incelemeye alinmistir.
Hasta gruplar1 17q21.31 delesyonu gen igerigine gore ii¢ gruba ayrilmistir.
1.Sadece KANSL1 genini igeren bdlgede delesyon olan hastalar
2.KANSL1 ve KANSL1-AS1 genlerini iceren bolgede delesyon olan hastalar
3.KANSL1 ve KANSL1-AS1 disinda baska genleri de igeren bolgede delesyon
olan hastalar
Yapilan array ¢alismasi sonuglarinina gore 1. gruba 3 hasta, 2. gruba 16 hasta ve 3.

gruba 11 hasta dahil edilmistir.

Calisilan gruplarda bulunan hastalara ait (1, 2, 3) cinsiyet, yas, endikasyon bilgileri
ve aCGH sonuglar1 Tablo 2, 3 ve 4 ile verilmistir.
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Tablo 2. Hastalarin cinsiyet, yas, endikasyon ve aCGH sonug tablosu (Birinci Grup)

Hﬁzta Cinsiyet | Yas | ENDIKASYON a-CGH sonucu
1 E 3 Dismorfik Yiiz arr[hg19]
17q21.31(44,209,537-44,270,054) X1
2 K 11 | Epilepsi arr[hg18]
17921.31(41,571,777-41,631,306) X1
3 K 10 | Mental Retardasyon, | arr[hgl9]
Dismorfik Yiiz 17921.31(44,209,537-44,264,622) X1

Tablo 3. Hastalarin cinsiyet, yas, endikasyon ve aCGH sonug tablosu (ikinci Grup)

Hlf‘f(')ta Cinsiyet | Yas | ENDIKASYON a-CGH sonucu
4 E 15 MR, MIHOI' arr[hng]
Malformasyonlar | ;7021 31(41,541,432-41,631,306) X1
5 K 8 MMR, Dismorfik arr[hg18]
Yiiz 17q21.31(41,541,432-41,631,306) X1
6 E 4 Dismorfik Yiiz arr[hg18]
17q21.31(41,541, 432-41,631,306) X1
7 K 6 Dismorfik Yiiz, arr[hgl18]
Epilepsi 17921.31(41,571,777-41,631,306) X1
8 K 6 Orta-Agir Gelisimsel | arr[hgl8]
Gerilik 17q21.31(41,571,777-41,631,306) X1
9 K 9 Dismorfik Yiiz, arr[hg18]
Gelisimsel Gerilik | 1721.31(41,571,777-41,631,306) X1
10 K 16 | Epilepsi, MMR, arr[hg18]
Mikrosefali 17021.31(41,541,432-41,631,306) X1
11 E 5 Agir Gelisimsel arr[hg18]
Gerilik, Polidaktili 17021.31(41,571,777-41,631,306) X1
12 K 7 Epilepsi arr[hgl18]
17q21.31(41,571,777-41,631,306) X1
13 K 8 | Hafif Zeka Geriligi, | arr[hg18]
Dismorfik Yiiz 17q21.31(41,541,432-41,631,306) X1
14 E 3 | Gelisme Geriligi, arr[hg19]
I 17q21.31(44,216,580-44,348,898) X1
Epilepsi
15 E 18 | Dismorfik Yiiz, arr[hg19]
Epilepsi, MMR 17¢21.31(44,205,685-44,301,891) X1
16 K 9 | MMR, Multiple arr[hg19]
- 17q21.31(44,240,510-44,361,066) X1
Minor
Malformasyon
17 E 18 | Dismorfik Yiiz, arrfhg19]
T 17q21.31(44,184,364-44,301,891) X1
Ipotoni 17q21.31(44,324,742-44,781,666) X1
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18 E 12 | MR, Dismorfik Yiiz, | arr[hg19]
_ _ 17q21.31(44,198,755-44,301,891) X1
Hipotoni
19 E 9 | Epilepsi, Aort arr[hg19]
17q21.31(44,184,364-44,348,898) X1
Koarktasyonu 17q21.31(44,432,928-44,781,666) X3

Tablo 4. Hastalarin cinsiyet, yas, endikasyon ve aCGH sonug tablosu (Ugiincii Grup)

Hszta Cinsiyet | Yas ENDIiKASYON a-CGH sonucu
20 K 5 CP, Epilepsi, arr[hg19]

Mikrosefali, 17921.31(44,216,580-44,408,700) X1

Dismorfik Yiiz 17921.31(44,408,700-44,565,031) X0
17921.31(44,612,859-44,781,666) X0

21 E 3 Dismorfik Yiiz, arr[hgl9]
Epilepsi 17q21.31(44,240,510-44,781,666) X1
22 K 8 Hafif Gelisimsel arr[hg19]
Gerilik, Multiple 17921.31(44,216,580-44,781,666) X1
Mindr Malformasyon
23 E 7 Atipik Otizm, arr[hg19]
Kortikal Displazi 17021.31(44,201,418-44,781,666) X1
24 E 10 | Epilepsi arr[hg19]
17g21.31 (44,205,685-44,697,027) X1
25 K 7 Dismorfik Yiiz, arr[hg19]

Epilepsi 17021.31(44,165,941-44,372,408) X3
17q21.31(44,420,441-44,565,031) X1
17q21.31(44,637,217-44,781,666) X1

26 E 8 Dismorfik Yiiz, arr[hg19]
Epilepsi 17921.31(44,301,891-44,781,666) X1
27 E 13 | Dismorfik Yiiz, arr[hg19]
Epilepsi, Davranis 17921.31(44,301,891-44,697,027) X1
Bozuklugu
28 K 4 SSS anomalisi, arr[hg19]
Epilepsi 17q21.31(44,301,891-44,781,666) X1
29 E 4 DismorfikYiiz, arr[hg19]
Gelisimsel Gerilik 17q21.31(44,302,715-44,756,486) X1
30 K 12 | MR, Epilepsi arr[hg19]
17q21.31(44,301,891-44,408,700) X1
17921.31(44,408,700-44,781,666) X0
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3.3 Yontem

3.3.1. DNA ornekleri

Bu calisma Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ’nda

planlanmis ve yiiriitiilmiistiir. Hasta grubunun se¢imi Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi

Adana Hastanesi Pediatrik Noroloji Bilim Dali ile ortak olarak gergeklestirilmistir.

Calismada genetik ¢alismalar i¢in riza-onay formu imzalanarak periferik kan materyalleri

gonderilmis 30 hastanin arsiv DNA’lar kullanilmistir.

3.3.2. DNA’nin konsantrasyon ve safliginin 6l¢ciimii

Ependorf marka 10 pl’lik pipet ile hastalarm daha énceden izole edilip -20 °C’de saklanan

DNA orneklerinden 2ul alinarak hasta DNA Orneklerinin konsantrasyonlar1 ve safligi

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA) spektrofotometresi kullanilarak olglilmiistiir.

DNA konsantrasyonlart 50-100 ng olan 6rnekler kullanilmistir. Yiiksek konsantrasyona

sahip DNA’ lar 50 ng olacak sekilde sulandirilmistir.

3.3.3. Kullanilan gerecler

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI 3500 Series Genetic Analyzer)
Mikro Pipet takimi (Eppendorf)

Thermal cycler (Applied biosystems GeneAmp Pcr System 9700 marka)
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA)

Buz makinesi (Elektrolux)

Mini santrifiij (Biosan combispin FVL-2400N)

Vorteks (Velp Scientifica)

Derin dondurucu (Argelik)

Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

PCR tiipleri (0,2 ml)

ABI 3500 96 well plate (ABI)
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3.3.4. Kullanilan kimyasal malzemeler

e Probemix P245-B1 Mikrodelesyon Sendromlari-1 (MRC-Holland, HOLLANDA)
SALSA MLPA Buffer (MRC-Holland, HOLLANDA)

e Ligase Buffer A (MRC-Holland, HOLLANDA)

e Ligase Buffer B (MRC-Holland, HOLLANDA)

e Ligase-65-Buffer enzim (MRC-Holland, HOLLANDA)

e SALSA PCR-Primer Mix FAM (MRC-Holland, HOLLANDA)
e SALSA Polimeraz (MRC-Holland, HOLLANDA)

e Performans Optimize Edici Polimer 7 (POP7 TM) (ABI)

e Hi-Di Formamide (ABI)

e LIiZ 500 (ABI)

e 1 X TBE Buffer

3.3.5 MLPA reaksiyonu

MLPA reaksiyonu i¢in MRC-Holland marka A1-1213 lot numarali Salsa MLPA probemix
P443-A1 KANSL1 kit kullanilmistir. MLPA kitinde calisilacak gen bolgelerinin bilgileri
Sekil 6’deki gibidir.

Salsa MLPA P443-A1 KANSLI kiti 128 ile 373 niikleotid arasinda amplifikasyon {iriinleri
iceren 33 MLPA probu igerir. Bunlardan ikisi MAPT geni (Ekn 13 ve 3), diger ikisi
CRHCR1 geni (Ekn 11 ve 1) i¢indir. Prob igerisinde 120 niikleotidden az 9 prob bulunur.

Bu problar kontrol fragmentleri olarak adlandirilir. DNA miktarinin belirlenmesi igin 64,
70, 76 ve 82 niikleotidden olusan Q-fragmentleri bulunur. Denatiirasyon kontrolii i¢in 88, 92,
96 niikleotidden olusan fragmenleri bulunur. Bunlar disinda cinsiyet kontrolii i¢in kullanilan

100 niikleotidden olusan X-fragmenti ve 105 niikleotidden olusan Y-fragmenti bulunur.
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Uzunluk Chromosomal position
(nt) e Referans KANSLL 17g21.31
64-70-76-82 | Q-fragmanlari: DNA miktari; sadece 100 ng’dan az DNA
88-92-96 D-fragmanlari: 88 veya 96 nt'lik fragmanin diistik sinyali, eksik denattirasyon
100 X-fragmanlari: X kromozomu spesifik
105 Y-fragmanlari: Y kromozomu spesifik
128 Referans prob 00797-L00093 5g31
133 « KANSL1 prob S0991-L26452 Ekson 1
139 KANSL1 prob S0992-L26451 Ekson 4
144 KANSL1 prob S0993-L26450 Ekson 3
148 Referans prob 17032-L20095 10pi11
154 KANSL1 prob 19200-L25250 Ekson 6
160 = CRHR1 prob 08369-L14410 Sentromerik
166 KANSL1 prob 19201-L25921 Ekson 2
173 KANSL1 prob 19202-L25252 Ekson 5
181 X KANSL1 prob 19203-SP0769-L25733 Ekson 14
188 X KANSL1 prob 19204-SP0770-L25254 Ekson 8
202 = MAPT prob 08353-L08206 Sentromerik
211 KANSL1 prob 19206-L25256 Ekson 15
219 KANSL1 prob 19207-L25257 Ekson 7
226 Referans prob 08957-L09052 4q32
232 = CRHR1 prob 08367-L25922 Sentomerik
238 KANSL1 prob 19208-L25258 Ekson 2
245 Referans prob 14028-L15626 7936
252 KANSL1 prob 19209-L25766 Ekson 11
274 X KANSL1 prob 19211-SP0772-125261 Ekson 15
283 Referans prob 10285-L10797 2q14
291 KANSL1 prob 19212-125262 Ekson 9
301 X KANSL1 prob 19213-SP0773-L25263 Ekson 3
310 Referans prob 11316-L12042 12p13
319 « + KANSL1 prob 19214-125264 Baslangic bolgesi
-- Referans prob 10711-124066 6p12
331 XK KANSL1 prob 19215-SP0774-L25734 Ekson 10
337 Referans prob 05219-123367 13q14
345 KANSL1 prob 19216-L25266 Ekson 4
351 MAPT prob 07857-L25765 Sentromerik
359 X KANSL1 prob 19217-SP0775-L26250 Exon 13
364 Referans prob 16232-124272 1p32
373 Referans prob 03919-L03374 15g21

K Bu prob ii¢ kistmdan olusur ve baglant1 yeri vardir.

— Ekson sonu probu. Bir delesyon/duplikasyon kapsaminin belirlenmesini kolaylastirmak i¢in

dahil edilmistir. Kopya sayis1 degisiklikleri test edilen kosullara baghidir.

« Bu prob CpG adasi veya yakiini igerir. Bu probun diisiik bir sinyali, eksik DNA

denatiirasyonunu ifade eder.

+ Bu prob, KANSLI’ in ekson 1’ in 0.5 kb yukarisindaki transkript variant 2’ nin
(NM_015443.3) ilk ekzonunda bulunur.

Sekil 6. A1-1213 lot numarali salsa MLPA probemix P443-A1 KANSL1 kit igerigi (46)
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3.3.5.1. Calismaya baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

e Isitmali kapakli (99-105°C) kalibre edilmis termal déngiilii PCR cihazi kullanilmalidir.

e Calismaya baslamadan Once kullanilacak olan tampon, enzim, probemix gibi

karigimlar kisa siireli vortex, spin yapilmalidir. Bu maddelerin iyi bir sekilde

karigmasi ve kapakta 6rnek kalmamasi i¢in bu islem 6nemlidir.

e DNA oOrneklerinin konsantrasyonlar1  genellikle 50-100 ng olacak sekilde

hazirlanmalidir. Yiiksek konsantrasyonlar TE buffer ile seyreltilmelidir.

e Kaullanilacak olan 0.2’lik PCR tiipleri lizerine hasta isimleri ve numaralar1 eksiksiz

olarak yazilmalidir.

e Negatif kontrol i¢cin TE buffer kullanilmalidir.

3.3.5.2. DNA denatiirasyon

0.2’lik PCR tiipleri lizerine gerekli hasta isimleri yazilir.

Konsantrasyonu 50 ng olacak sekilde ayarlanan orneklerden her hasta 6rnegi icin
Ependorf marka 10 ul’lik pipet ile 5 pl alinarak PCR tiipleri i¢ine konulur.

Tiipler agz1 kapatilarak termal dongiili Applied biosystems GeneAmp Pcr System
9700 marka PCR cihazmna yerlestirildi. Ornek DNA’lar 5 dakika 98 ° C'de denatiire
edildi. Tiipler PCR cihazindan ¢ikarmadan once ornekler 25 ° C'ye sogutuldu ve bu

sicaklikta durduruldu.

3.3.5.3. Hibridizasyon reaksiyonu

Kullanmadan 6nce MLPA tamponu ve MLPA probemix vorteks, spin yapilmasi
onemlidir.

Her reaksiyon i¢in, hibridizasyon master karisimi1 Eppendorf marka 100ul’lik pipet ile
10 6rnek calisilacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan karigim 1.5 ul MLPA tampon + 1.5
pl probemix’ den olugsmaktadir. Hibridizasyon master karisimini vortekslenerek iyice
karistirildi ve spin yapilarak kapakta karisimin kalmamasi saglanda.

DNA denatiirasyonundan sonra, her numune tiipiine Eppendorf Marka 10ul’lik pipet
yardimiyla 3 pl hibridizasyon master karisimi eklendi. Pipetleme ile yukar1 ve asag:
karistirarak iyice karigmasi saglandi.

PCR cihazinda reaksiyon 95 © C'de 1 dakika inkiibe edildi, sonra 60 ° C'de 16-20 saat

inkiibe olmasi i¢in birakildi.
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3.3.5.4. Ligasyon reaksiyonu

Kullanmadan 6nce iki Ligaz Tamponu iyice vortekslenir.

Her reaksiyon icin Ligase-65 karisimini Eppendorf marka 1000 ul’lik ve 100 pl’lik
pipetler kullanilarak hazirlandi. Ligasyon tamponu 25 pl dH20 + 3 pl Ligaz Tamponu
A + 3 ul Ligaz Tamponu B ve 1 pl Ligase 65 enziminden olugmaktadir. Reaksiyonda
enzim bulundugu icin sadece hafifce pipet ile asagi yukar1 yapilarak karistirilmasi
saglandi.

PCR cihaz1 54 ° C'ye getirildi ve bu sicaklikta duraklatildi.

Ornekler 54 ° C oldugunda, 32 pl ligaz master karisimi her tiipe eppendorf marka 100
ul’lik pipet ile eklendi. Yavasca yukariya ve asag pipetle karistirildi.

54 ° C'de 15 dakika ligasyon igin inkiibasyona birakildi. Daha sonra Ligaz-65
enziminin 1s1 inaktivasyonu i¢in 98 © C'de 5 dakika bekletildi. Bu islemden sonra

sicaklik 20 © C ‘ye getirildi ve bu sicaklikta bekletildi.

3.3.5.5. PCR reaksiyonu

SALSA PCR primer karisimi hazirlandi. Viskoziteyi azaltmak igin Polimeraz
karigimint 10 saniye elde 1sitildi.

Her reaksiyon i¢in polimeraz karisimin1 Eppendorf marka 100 ul’lik pipet yardimi ile
hazirlandi. 7.5 pl dH20 + 2 pl SALSA PCR primer karisimi + 0.5 pl SALSA
Polimeraz eklendi. Pipetleme ile yukar1 ve asag1 karistirarak iyice karistirildi.

20° C’de, her tiipe 10 ul polimeraz karistmi Eppendorf marka 10ul’lik pipet ile
eklendi. Pipetleme ile hafif¢ce asagi yukari karistirildi. PCR kosullart su sekildedir.

95° C’de 30 saniye; 60° C’de 30 saniye; 72° C ‘de 60 saniye seklinde 35 tekrar
yaparak calistirildi. 72° C'de 20 dakika inkiibasyon yapildiktan sonra 15° C'de
duraklatildi.

PCR iirtinleri 4° C'de buzdolabinda saklamaya birakildi. PCR iirtinleri floresan boya igerdigi

icin 1518a duyarlidir. Bu nedenle iirlinler 151k gegirmeyen kaplar icinde muhafaza edildi.

3.3.5.6. ABI 3500 cihazina yiikleme

Amplifikasyonu gergeklesen ornekleri fragment analizi i¢in kapiller jel elektroforez
cihazina asagida verilen yol izlenerek yiiklemesi yapilmistir.
Internal size standart (Liz 500) ve formamidden olusan karisim hazirlandi. 9 pl

formamid ve 0,2 pl internal size standart (Liz 500) ependorf tiipline konuldu, pipetaj
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yapip 9,2 ul seklinde ABI 3500 cihazi) 96 well plate icerisine dagitildi.

e MLPA tekniginin son basamagindan elde edilen her hastaya ait PCR {iriinlerden 0,7 pl
alimarak ABI 3500 cihaz1 96 well plate igerisine her hasta i¢in bir kuyucuk igerisine
konuldu.

e Formamid ve LIZ 500 karisim ile iyice homojenize olabilmesi icin pipetaj yapildi.

e Daha sonra ornekler 72°C’ de 2 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek
denatiirasyonlar1 saglandi. Daha sonra 4°C’ de 5 dakika beklendi.

e ABI 3500 cihazina yerlestirildikten sonra Gene Mapper programinda okutulmaya
baslandi.

e Sonuglar1 degerlendirmek i¢in Coffalyser MLPA analiz programi kullanildi.

3.3.5.7. Analiz
Calisma sonucunda analiz Coffalyser veri tabaninda kontrol grubuna gdre hasta grubunun
verdigi pik degerlerine gore analiz edilmistir. Analiz yapilirken degerler Tablo 5° de verilen

oranlar dikkate alinarak yapilmistir (46).

Tablo 5. MLPA sonuglarini degerlendirirken Kullanilan referans araliklar (46)

Ratio Degerleri Kopya sayisi

DQ=0 0 kopya (homozigot delesyon)
0.40< DQ< 0.65 2 — lkopya (heterozigot delesyon)
0.80<DQ<1.20 Normal (referans)
1.30< DQ<1.65 2 — 3 kopya (heterozigot duplikasyon)
1.75<DQ<2.15 2 — 4 kopya (iki kopya)
Diger Degerler Degerlendirilemeyen sonug

3.3.5.7.1. Calismada kullanilan referanslar
MLPA calismasi i¢in hasta grubu kontrol grubu 6rneklere gore karsilastirilmaktadir. Bu
nedenle MLPA c¢alismasi icin ii¢ kontrol hasta 6rnegi kullanilmistir. Bu hastalar daha
onceden boliimiimiize bagvuran, dismorfik bulgusu, zihinsel engellilik gibi endikasyonlari
bulunmayan array ¢alismasi sonrasinda 17q21.31 delesyonu bulunmayan hastalar ¢alisma
icin kontrol grubu olarak alinmistir. Kontrol olarak kullanilan 6rneklerden birisi Sekil 7°
deki gibidir.
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4. BULGULAR

Calisilan hastalarin; 16 s1 erkek, 14’ i kadindi. Yas aralign 3 ile 18 arasinda

degisiyordu. Hastalardan biri, DNA kalitesinin diisiik olmasi nedeniyle sonucu
degerlendirilemedigi i¢in ¢alismadan ¢ikarildi (Hasta 10).
Incelenen 29 hastadan 3’ iinde (%10,3) KANSL1 geninin delesyonu bulunurken (Hasta 4, 13,
16), MAPT ve CRHRL1 genlerinin incelenen bolgelerinde MLPA ile bulgu saptanmamustir. Bir
hastada KANSL1 geninin duplikasyonu (%3,4) saptanmustir (Hasta 18). aCGH sonucuna gore
delesyon saptanan 25 hastada KANSL1 geninde, MAPT ve CRHR1 genlerinin incelenen
bolgelerinde MLPA ile bulgu saptanmamustir (%86.2). MAPT ve CRHR1 genlerinde delesyon
veya duplikasyon hastalarin hi¢birinde saptanmamustir.

Delesyon saptanan hastalarin hepsi ikinci grupta yer alirken, duplikasyon saptanan
hasta da ikinci grupta bulunmaktaydi. aCGH ile saptanan delesyon biiytikligi 55,09- 580,249
arasinda degismekteydi. aCGH ile saptanan delesyonun biiyiikliigii ile MLPA da delesyon
saptama arasinda anlaml bir iliski bulunmanustir. Istatistik degerlendirme One Way ANOVA
ile yapilmistir.
Bulgu saptanan hastalarin etkilenen ekzon bdlgeleri tabloda verilmistir (Tablo 6). MLPA
sonuglari hastalarin kendi gruplari igerisinde aCGH sonuglar ile beraber verilmistir (Tablo 7,
Tablo 8, Tablo 9). MLPA ¢alismasi sonrasinda Hastalarin fenotiplerine ait karsilastirma Tablo
10 ile verilmistir.

Tablo 6. MLPA ¢alismast ile bulgu saptanan hastalarin delesyon (kirmizi alanlar) ve

duplikasyon (mavi alanlar) bulunan ekzon bélgeleri

upst

Hasta rea Ekson Ekson Ekson Ekson Ekson
No 1 2a 2b 3 4

m
4
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4.1. MLPA Calismasinin Sonug¢lari
4.1.1. Birinci grup

Bu grupta 17q21.31 bolgesinde tek basina KANSL1genini igeren biiyiikliigii 55,09 ile 60,518
kb arasinda degisen delesyon igeren 3 hasta incelenmistir. Bu grupta MLPA yontemi ile

incelen bolgelere ait anormallik saptanmamugtir.

Tablo 7. Hastalarin KANSLI geni ile iligskili aCGH ve MLPA sonuglari

I b e B
1 44,209,537_44,270,054 | 60,518 13 KANSL1 NORMAL
2 41,571,777_41,631,306 59,53 11 KANSL1 NORMAL
3 44,209,537-44,264,622 55,09 10 KANSL1 NORMAL

4.1.2. ikinci grup

Bu grupta 17q21.31 bolgesinde KANSL1 ve KANSL1-AS1 genini iceren biiyiikliigii 59,53 ile
164,535 kb arasinda degisen delesyon igeren 16 hasta incelenmistir. Hastalardan biri, DNA
kalitesinin diisiik olmas1 nedeniyle sonucu degerlendirilemedigi i¢in ¢alismadan ¢ikarilmistir
(Hasta 10). Ug hastada (Hasta No: 4, 13 ve 16) MLPA yontemi ile KANSL1geninde yamali
tarzda bir delesyon tespit edilmistir.

Hasta 4 ve Hasta 13 ‘liin aCGH ile delesyon biiyiikliigii 89,87 kb’ dir. Bu iki hastadan birinde
4 ekzon (Hasta 4, Ekn: 8, 10, 14, 15b), digerinde 6 ekzon (Hasta 13, Ekn: upstrem, 2b, 3, 10,
14, 15a) delesyonu bulundugu saptanmistir.

Hasta 16 aCGH ile 120,557 kb biiyiikliigiinde delesyona sahiptir. Bu hastada 4 ekzon (Ekn:
2b, 3, 4, 10) delesyonu bulundugu saptanmistir. Bu gruba ait hastalarda delesyon bulma
olasilig1 %18,75tir.

Hasta 18 aCGH ile 103,14 kb biiyiikliiglinde delesyona sahipken, bu hastada 4 ekzonu
kapsayan (Ekn: upstrem, 1, 2a, 2b) duplikasyon saptanmaistir (%6,25).
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Tablo 8. Hastalarin KANSLI1 geni ile iligkili aCGH ve MLPA Sonuglari

Hasta No Baslz_ncgilleitis UZ(lIJ(?)')Uk SPar;ts)l HgﬂiG]i?lllifdeki MLPA

4 41,541,432-41,631,306 | 8987 | 15 ié\l’\'s'-l' KANSL1- DELESYON
5 41,541,432-41,631,306 | 89,87 15 Eé\leu' KANSL1- NORMAL
6 41,541,432-41,631,306 | 89.87 | 15 ﬁl’\'suy KANSL1- NORMAL
7 41,571,777-41,631,306 | 5953 | 11 ﬁl’\'SLly KANSL1- NORMAL
8 41,571,777-41,631,306 | 89,87 | 15 KélNSLl, KANSL1- NORMAL
9 41,571,777-41,631,306 | 59,53 11 Kél'\'s'-ly KANSL1- NORMAL
10 41,541,432-41,631,306 | 89,87 15 KsAlNSLL KANSL1- NORMAL
11 41,571,777-41,631,306 | 5953 | 11 ﬁl’\'SLly KANSL1- NORMAL
12 41,571,777-41,631,306 | 5953 | 11 K&NSLL KANSL1- NORMAL
13| 41571,777-41631306 | 8987 | 15 | KANSLLKANSLL DELESYON
14 44,216,580-44,348,898 | 132,319 | 30 KsAlNS'-L KANSL1- NORMAL
15 44,205,685-44,301,891 | 96,207 | 23 EQPSLL KANSL1- NORMAL
16 44,240 510-44,361,066 | 120,557 | 29 EQPSLL KANSL1- DELESYON
17 44,184,364-44,301,891 | 117,528 | 29 EQPSLL KANSL1- NORMAL
18 44,198,755-44,301,891 | 103,14 | 25 §§PSL1' KANSL1- | DUPLIKASYON
19 44,184,364-44,348,898 | 164,535 | 38 ﬁl'\'s'-ly KANSL1- NORMAL

4.1.3. Uciincii grup
Bu grupta 17q21.31 bolgesinde KANSL1geni disinda baska genleri igeren biiyiikligii 395,137

ile 580,249 kb arasinda degisen 11 hasta incelenmistir. Bu grupta MLPA yontemi ile incelen

bolgelere ait anormallik saptanmamaistir.
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Tablo 9. Hastalarin KANSLI geni ile iligskili aCGH ve MLPA Sonuglari

Hasta No

a-CGH
Baslangic-Bitis

Uzunluk
(kb)

Prob
Sayisi

Mgili Bolgedeki
Genler

MLPA

20

44,216,580-44,781,666

517,26

62

KANSL1, KANSL1-
AS1, LOC644172,

LRRC37A, ARL17A,
ARL17B, LRRC37A,

ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

21

44,240,510-44,781,666

541,157

64

KANSL1, KANSL1-
AS1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

22

44,216,580-44,781,666

565,09

66

KANSL1, KANSL1-
AS1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

23

44,201,418-44,781,666

580,249

69

KANSL1, KANSL1-
AS1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

24

44,205,685-44,697,027

491,343

61

KANSL1, KANSL1-
AS1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

25

44,216,580-44,781,666

484.601

52

KANSL, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

26

44,301,891-44,781,666

479.776

45

KANSL1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

27

44,301,891-44,697,027

395,137

38

KANSL1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

26




28

44,301,891-44,781,666

479,776

45

KANSL1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

29

44,302,715-44,756,486

453,772

42

KANSL1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
NSFP1, LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

30

44,301,891-44,781,666

479,777

45

KANSL1, LRRC37A,
ARL17A, ARL17B,
LRRC37A, ARL17A,
ARL17B, NSFP1,
LRRC37A2,
ARL17A, NSFP1,
NSF

NORMAL

4.2. MLPA sonucuna gore delesyon ve duplikasyon bulunan hastalar

4.2.1. Hasta 4

Onbes yasinda erkek hasta; Hafif- orta MR, minér malformasyonlar ve epilepsi tanisi

almistir. Anne babasi 3. derece kuzen oldugu ve halasinin kizinda MR tanist konuldugu

oykiiden ogrenilmistir. Klinik muayenesinde hafif-orta MMR, hipotoni, trunkal obesite,

mikrognati, ¢ekik goz sekli, belirgin burun ucu, bifrontal darlik, strabismus ve yiiksek damak

goriilmistir. FISH analizi ile del(15911-13) normal olarak degerlendirilmistir. aCGH

analizinde klinik bulgular1 ile dogrudan iliskili kopya kaybi veya artis1 saptanmamakla

birlikte, 17q21.31 gen bolgesinde 89,87 kb biiyiikligiinde KANSL1 ve KANSL1-AS1 genlerini

kapsayan bolgede bir delesyon oldugu goriilmiistiir ve Koolen-de Vries sendromu tanisi

almistir. Yapilan MLPA c¢alismasinda hastanin KANSL1 genininde ekzon 8, 10, 14 ve 15

tizerinde delesyon bulundugu tespit edilmistir. Sonuglar Sekil 8 tizerinde gosterilmistir. Klinik

degerlendirmede bulgular sendromla uyumlu bulunmustur.

27




—Z62925'9%0°G)
FGETLFY'ZFOEL
- 206¥20'900-Z1
-¥Z0689'vE00L
-95ZP2L'ES 1720
-ZRIS10'ZS0-90
F019£0'ZEL-S0
FLGLLLE'BS PO
~LIOvFE'IZ1Z0

- LEPESZ' LS040
£865Z9'1F0L}
925529' P02}
Z0ZH09' P02}
600%00'LF0"L}
0082Z5' 1502}
0022Z5' 4502}
029515'1¥0°L}
SLGS1S'IR0LL
158005 L¥OL L
152661 LPOLL
EELEBY'LFOLL
¥B6ZLY LF0LL
WEZTLY LFOLL
SIBLLF'LFOLL
LEELOY' LPOLL
99299¢'L¥0L}
L0ESOY' LFOLL
819¥9¢'1¥0~LL
89EPOY'LFOLL
SO8LSY'LFOLL
0£0S0%'L¥0-2)
12999Z'1¥0°L )
09921Z'1¥0L}

Hasta 4
ReferenceSamples | Exp: P443-A1_01112017

Distribution Type:

104 ] fee

2 — -v9¢
£1-LISNYM - 65€
Q.Ecso.lL.w - 1GE

7o LISNW =] v

L20uaI8 oy =] 18
01 1SN e———4 [ L5F

.mu:&muwmi.. -STE
1sAN-IISNYY | [BlE
] Foie

NV PP U— i ST

6-1ISNW 162
; €8z

SL-LISNW vl

FERISNY

Z-1ISNYY /7

L LeHYO zez
FCRIVETETENS a7z
2-1ISNWY 612

SL-ISNWA bz
£-Ldvi LU

8- 1ISNWM 884
PL-IISNVM 181

51 ISNVM €L}

27 ISNWA

991

nat

L l4HYO
9-ISNWI

PCRIVETETE]

¥GL

€118

F-IISNYM

(@@ 1~ 1Yo

arl

W

— e

—Il a1

— I cc |

L EISNYA

luu FazlL

7N E] —m&._.xq

4

PO (| T/ ]}
¥-LONY o—————===c{igi- ot

(@@) dn-gHdr
[ T — A

(VNQ) 28-0 0=——1 |28

(WNQ) 9209 -9/
(VYN@) 0209 [0/
(WNQ) $9-D % #a

-

20000

15000

10000 —

#

5000~

DataPoints - Hasta 4

Sekil 8. Hasta 4 MLPA sonug grafigi. Kirmizi noktalar delesyon bolgelerini gostermektedir.
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4.2.2. Hasta 13

Hasta 8 yasinda bir kiz ¢ocugu, hafif zeka geriligi, dismorfik yiiz tanilarn ile
bagvurmustur. Dismorfik bulgu olarak, hipertelorizm ve burun kokii basikligi saptanmis,
hastanin genis tabanl yiirtime 6zelligi oldugu goriilmiistiir. aCGH analizinde klinik bulgulari
ile dogrudan iligkili kopya kayb1 veya artis1 saptanmamakla birlikte, 17q21.31 gen bdlgesinde
89,87 kb biiyiikliigiinde KANSL1 ve KANSL1-AS1 genlerini kapsayan bolgede bir delesyon
oldugu goriilmiistiir. Yapilan MLPA ¢alismasinda hastanin KANSL1 geninin upstrem bolgesi,
ekzon 2, 3, 10, 14, 15 bolgelerinde delesyon bulundugu tespit edilmistir. Sonuclar Sekil 9
tizerinde gosterilmistir. Klinik degerlendirmede hipotoni, mental yetersizlik bulgular

sendromla uyumlu bulunmustur, ancak fenotipik bulgulart uyumlu bulunmamastir.
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Sekil 9. Hasta 13 MLPA sonug grafigi. Kirmizi noktalar delesyon bdlgelerini gostermektedir.

4.2.3. Hasta 16

Hasta 9 yasinda ve kiz ¢ocugu; MMR, multiple minér malformasyon, epilepsi, hipotoni
bulgular ile Cornelia De Lange Sendromu ontanisi almistir. Inceleme sirasinda dikkat
dagimikligr ve ¢ok hareketli oldugu goriilmiistiir. Hastanin fenotip goriintiisii Sekil 10 ile
gosterilmistir. aCGH analizinde klinik bulgular ile dogrudan iligkili kopya kayb1 veya artigi
saptanmamakla birlikte, 17q21.31 bolgesinde 120,557 kb biiyilikliglinde KANSL1 ve
KANSL1-AS1 genlerini kapsayan bolgede bir delesyon oldugu goriilmiistiir. Yapilan MLPA
calismasinda hastanin KANSL1 genininde ekzon 2, 3, 4 ve 10 boélgelerinde delesyon
bulundugu tespit edilmistir. Sonuclar Sekil 11 lizerinde gosterilmistir. Klinik degerlendirmede

bulgular sendromla uyumlu bulunmustur.

30



st

yiiz goriin

Sekil 10. Hastal6 nden ve yandén

JUELE - LIUBI3JRY -Z62925'9¥0°G 1

BEZLPY'TFOEL
-206¥20'900-Z}

JUZEE - BIuBIBeY
U0 LE - 20URIRJaY
jugy | - .Bouaiafey
JUSHT - LB0UBIaeY

-¥Z0689'vE0-01
-9SZ¥22'ES1-40
JUGZE -,R0UaIaaY -Z69510'250-90
WEZ | - L23us13j3y ~0192€0'ZEL-50
U9Ze - Laouasajey LS LELE'BSL-HO

JUERT - LB0UBIB 3y LA A AR

JUP9E - L20UaIJeY - LEPEST' 250710
£865Z9' 1702}
975529'1¥0-21
Z0Zr09'L¥O-LL
600¥09'L¥072 1
0082ZS'1¥0°2}
00£2Z5' 190721
0£9515' 190721
GL5545'bP0LL

158005 1702}

15266%'LP0LL

€ELEBY'LPO"L )
¥E6ZLF'IFO-2L

LPEZTLY'LPOLL

SIBLIY IFO-LL

1EE29Y'LPOLL

99Z99¢%'L¥0-21

LOESAY' LPO-LL

819¥9%'L¥0-2 )

B9EFIY'I¥O-L L

SO8LSY' IF0-L )

0E0S0¥' L¥0-2 4

£29992' 190721

09921Z' 1702}

Hasta 16
Reference Samples | Exp:

P443-A1_01112017

Distribution Type

31



-t
20000 % -
3 z
5 g
% co"‘? l::'
x = w | ® ha .
o~ ] - ] D o~ 8
Q 5Z = 7] 2 2 -
e 53 2|z :._’55‘0~— o <
- = BeN &% .
15000 -~ B8 e s |8 B 2SEa8n S
o & = — = pih -
g «2 i & = | $sg 2 35 e
= A T T T G § n S
- -n M z Z‘”‘"
.—1’6 ht Bl o 14 § 5 & € )
= 1= = ©Q §sz © T
s U‘éw o A
x® |« ) g N B g
ZJ ZeZ - » & ?5
g S g b e 2 22
B o g 7] S D% & 2
b z g 28 % g%
10000+ = g (e I~ & L4
= T e o5 »
mﬁfz& =7 ) g
R e 2
pay) [+4 = @
7] o ‘D
4 o E 4
2 2
5000 g
=
<
5228
G00o
e oy
3321 dku U U\ k\\l \ k\ \ J
=L=ge] \
0 A .nJL A J J J \ U
ol | =l
T T T 1T 717 L L e o v S R ) | L e S S R L
T D ON DNOD VMM 0T OO M~ O N v~ OO0 NDO O N - M | = o DO = M~ - O M
O %~ ~«0 ©»NnD NI 29000 ~ 0O ® S = =N YN « O ~ O O O = ~ANM MO VO M~
- O < g M g e g N N N NN NN NN N NN M M MEOMmM OMmM oM ™

DataPoints - Hasta 16

Sekil 11. Hasta 16 MLPA sonu¢ grafigi. Kirmizi noktalar delesyon bolgelerini

gostermektedir.

4.2.4. Hasta 18

MR, dismorfik yiiz ve hipotoni bulgulari ile bagvuran 12 yasinda erkek hasta. Yapilan fizik
muayenede ¢ekik goz, balik agiz, belirgin kulaklar, makro penis goriilmiistiir. Organomegali,
iiflirim, nérokutan bulgu bulunmamistir. Bilateral i¢e saslik goriilmiistiir. Hastanin fenotip
goriintiisii Sekil 12° de gosterilmektedir. MECP2 mutasyonu, 22911 delesyonu ve Frajil X
acisindan incelenmis ve negatif bulunmustur. aCGH analizinde klinik bulgulari ile dogrudan
iliskili kopya kayb1 veya artis1 saptanmamakla birlikte 17q21.31 gen bolgesinde 103,14 kb
biiyiikliigiinde KANSL1 ve KANSL1-AS1 genlerini kapsayan bdlgede bir delesyon oldugu
goriilmistlir. Ancak yapilan MLPA ¢aligmasinda hastanin KANSL1 geninin upstream bdlgesi
ve ekzon 1, ekzon 2 bélgelerini kapsayan alanda duplikasyon oldugu goriilmiistiir. Ikinci bir
calisma ile hastanin MLPA sonucu dogrulanmistir. Sonuclar Sekil 13 ile gosterilmistir.
Dismorfik yiiz bulgular1 sendromla uyumlu bulunmustur ancak klinik tablonun tam olarak

uymadigi diisiiniilmiistiir.
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Sekil 13. Hasta 18 MLPA sonug grafigi. Mavi noktalar duplikasyonu gostermektedir.
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Tablo 10. MLPA ¢alismasi ile delesyon ve duplikasyon saptanan hastalarin fenotip

karsilastirilmast
KdVS bulgulan Hasta 4 Hasta 13 Hasta 16 Hasta 18
Dismorfik Bulgular I + I +
Mikrognati,  Hipertelorizm Hipertelorizm,  Cekik goz, balik
cekik goz, ve burun belirgin ¢ene, ag1z, diisiik
belirgin kokii diistik yerlesimli biiyiik
burun ucu, basiklig1 yerlesimli malforme
strabismus, biiyiik kulaklar
disik malforme
yerlesimli kulaklar,
biiytik belirgin alin
malforme
kulaklar,
bifrontal
darlik
Hipotoni + - + +
Epilepsi + - + -
Zihinsel Engellilik + + + +
Konjenital Kardiyak - - - -
Defekt
Beyinde Yapisal - - - -
Bozukluklar
Urolojik + - - -
Anormallikler
Sempatik davranis + - + -
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5. TARTISMA

Mikrodizilim teknolojisinin kullanilmaya baslamasindan itibaren kopya sayisi varyantlari,
mikrodelesyon ve mikroduplikasyon bolgeleri genomik diizeyinde incelenmeye baslamistir (48).

Array calismalart ile birlikte tespit edilmeye baslayan sendromlardan birisi de 17¢21.31
mikrodelesyon olan Koolen de Vries Sendromudur. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bu bolgedeki
KANSL1 geninin kaybinin bu sendroma sebep oldugunu géstermistir (10).

Tiirkiye’ de bu zamana kadar bu sendromun belirlenmesinde KANSL1 geninin kaybu ile ilgili
bir ¢alisma yapilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda aCGH ile KANSL1 genini igeren delesyona sahip
30 hasta MLPA yontemi ile ekzonik delesyonun varligi agisindan incelenerek, delesyona sahip
hastalarin klinik verilerinin KdVS sendromu fenotipine uygunlugu degerlendirilmis ve KdVS i¢in
tanisal yaklasimda bir algoritma olusturulmasi planlanmustir.

aCGH caligmas1 Nimblegen marka mikroarray platformu ile caligilmistir. Nimblegen array
platformu diger array platformlarina gore 15 kb’ lik degisikliklerin %95’ ini saptayabilme 6zelligine
sahiptir. Birgok array yontemine gore daha basarili oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (49).
Array caligmalart degerlendirilirken kullanilan array kiti dikkate alinmaktadir. Kullanilan her platform
icerigi bakimindan farkli prob yogunluguna sahiptir. Calisma verileri platform igerigine gore analiz
edilmektedir (49).

Hastalarimiza yapilan aCGH c¢alismasinda Nimblegen 6x720K, 12x135K veya 3x1.4M
platformlar1 kullanilmistir. Kullanilan platforma gére en az 5 prob ile belirlenen ve 100-250 kb
arasinda degisen sinir deger lizerindeki kopya sayis1 degisiklikleri analiz edilmistir. Yapilan ¢alisma
sonrasinda 30 hastadan 1’ i calisma dis1 birakilmistir. Calisilan 29 hastanin 4’{inde bulgu goriilmiistiir.
Uc hastada KANSL1 delesyonu goriiliirken (ikisi 12x135K ile biri 6x720K ile calisiimistir), 1 hastada
duplikasyon saptanmistir (6x720K ile ¢aligilmistir).

Hastalar kopya sayis1 degisikliginin biiyiikliigline gore li¢ grupta degerlendirilmistir. Birinci
grup hastalar sadece KANSL1 delesyonu olan hastalardan seg¢ilmistir. Bu grupta bulunan hastalarin
aCGH ile saptanan delesyon biyiikliigii yaklasik olarak 55,09 ile 60,518 arasinda degigmektedir.
Ikinci grup hastalar ise KANSL1 ve KANSL1-AS1 delesyonuna sahiptir. Bu hastalarin aCGH ile
saptanan delesyon biiyiikliigii yaklasik olarak 59,53 ile 164,535 kb arasinda degismektedir. Ugiincii
grup hastalarirmiz ise 17q21.31 bolgesinde KANSL1 ve diger genleri igeren yaklasik 395-580 kb

36



arasinda degisen kopya kaybi bolgesine sahiptir. Yapilan MLPA sonucunda KANSL1 delesyonu
saptanan iki hastada delesyon biiyiikligi 100 kb’ m altindadir. Array CGH ile delesyonu saptama
orant caligmamizda, 100kb ve iizeri smir degerde ~3.45 iken, 50kb siir degerde 10.34° e
yiikselmektedir. Bu nedenle degerlendirme kullanilan biiyiikliige bagli esik degerin bu hastalarin
tanisin1 koymak icin uygun olmadigi goriilmiistiir.

Sadece KANSL1 delesyonu bulunan 3 hastanin yapilan MLPA ¢alismasinda KANSL1
bolgesinde hastalarin hi¢birinde MLPA ile KANSL1 boélgesinde delesyon ya da duplikasyon
saptanmamigstir. KANSL1 ve KANSL1-AS1 delesyonuna sahip 16 hastadan 3 hastada MLPA ile
delesyon bulunmustur. Bir hastanin ise sonucu duplikasyon olarak belirlenmigtir. KANSL1 ve diger
genleri iceren daha biiyilk bdlgede delesyon bulunan 11 hastanin yapilan MLPA calismasinda
hastalarin higcbirinde delesyon ya da duplikasyon saptanmamistir. Delesyon ve duplikasyon bulunan
hastalar KANSL1 ve KANSL-AS1 delesyonuna sahip hasta grubunda yer almaktadir. Bu nedenle aCGH
ile saptanan kopya sayist degisikliginin boyutlar1 ve gen iceriginin MLPA ile delesyon saptama orani
arasinda iliskili olmadig1 goriilmiistiir.

Ikinci gruba ait bir hastamizda (Hasta 18) aCGH bulgusunun aksine duplikasyon saptanmustir.
Yontem ikinci kez tekrarlanmis ve ayni  sonu¢ bulunmustur. Bu sonuglar KANSL1
delesyon/duplikasyon analizi icin MLPA yoOnteminin daha giivenilir oldugunu diistindiirmektedir.
MLPA ve aCGH ile pozitif bulunan 13 numarali hasta ve aCGH ile delesyon saptanirken MLPA ile
duplikasyon saptanan 18. Hasta klinik degerlendirmede KdVS olarak tani almamistir. Bu nedenle
MLPA ile bulgu bulunmasi da tek basina tani i¢in yeterli bulunmamistir. Ayrica klinik tanist olan ve
her iki yontemle de delesyon ya da duplikasyon olmayan hastalarda KANSLI geni mutasyonlar1 bu
yontemler tarafindan saptanamadigindan dizi analizi ile inceleme yapilmasi gerektigi
unutulmamalidir.

Calisma dis1 birakilan hastanin DNA kalitesi diisiik oldugu i¢in calisma sirasinda KANSL1
geni tizerinde hem delesyon hem duplikasyon oldugu gorilmiistiir. Calisma tekrarlanmistir ancak
sonug¢ yine ayni bulunmustur. Bu hastanin DNA 6rneginin diisiik kalitede olmasi nedeniyle problara
baglanama sorunu yasandigi diistiniilmektedir. Bulgumuz DNA kalitesinin hastaya MLPA yontemi ile
sonu¢ verme basarisi agisindan 6nemli oldugunu gdstermektedir.

MLPA c¢alismasi sonucunda KANSL1 delesyonuna sahip hastalarin ortak ekzon bolgesi ekzon 10
olarak saptanmistir. KANSL1 proteininin 850-882 aminoasit arasinda kalan bdlgesinin protein
aktivitesinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Niikleotid dizisine bakildiginda buranin, genin 11.

ekzonuna denk geldigi goriilmiistir. KANSL1 geni protein {iriniiniin aktif oldugu bolge 2549-2648
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niikleotid arasin1 kapsamaktadir. Ekzon 11 probu 2656 niikleotid ve devamini i¢ermektedir. Ekzon 10
probu ise 2441 niikleotid ve devamini igermektedir. KANSL1 aktive bolgesi 6ncesinde oldugu igin bu
bolgeyi de kapyasabilecegi ihtimali diisiiniilebilir. Ancak bu boélgenin baglanmadan sonra ne kadar bir
alani taradigi bilinememektedir. Calismamizda ortak bulgu olarak ekzon 10 bélgesinde delesyon
olmasi bu bolgenin 6nemli olabilecegini diislindiirmektedir. Ancak bu bulgunun daha fazla sayida

hasta ile yapilacak ¢aligsmalarla degerlendirilmesi gerekmektedir.

MLPA panelinde KANSL1 geninin aktif bdlgesine ait bir prob bulunmamasi yontemin
eksikligi olarak goriilmiistiir. Ayrica gende delesyon/duplikasyon saptanmamast durumunda fenotipik
bulgulara sahip hastalara dizi analizi ile KANSL1 mutasyon taramasi 6nerilmelidir.

KdVS olan hastalar fenotipik olarak gesitlilik gostermektedir. Sendrom 59 gen bolgesini igeren
otozomal dominant mental retardasyon fenotipik serisinin bir iyesidir (50). Klinik olarak
tanimlanmis belirgin bulgulart gelisimsel gerilik, hafif-orta mental reterdasyon, dismorfik yiiz ve
hipotonidir. Dismorfik yiiz bulgulart tipik olarak; uzun hipotonik yiiz, pitoz, ¢ekik gozler,
bleferofimozis, biiyiik ve diisiik yerlesimli kulaklar, belirgin burun ucu, hipoplastik burun kanatlar1 ile
birlikte uzun kolumella ve belirgin ¢enedir ancak bu bulgular ¢esitliklik gostermektedir (50).
Delesyon bulunan 4 ve 16 numarali hastalarda KdVS fenotipine benzer yiiz bulgular1 saptanmistir
ancak hasta 13’ in bulgulart digerlerine gore daha hafiftir. Duplikasyon bulunan hasta 18 ise
dismorfik yiiz bulgular1 sendromla uyumlu olmasma karsin klinik degerlendirmede KdVS tanisi
almamigtir. Tiim hastalarda hafif-orta MR ve hipotoninin ortak bulgu oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Dismorfik yliz bulgusunun varlig1 hastalarin hepsinde saptanmis ancak, bulgularin farkl tipte olmasi
nedeniyle ayirt edici 6zelliginin yiiksek olmadig: gériilmiistiir. Urogenital ve diger sistemik bulgular
hastalarda farklilik géstermektedir.

Hastalarimizin higbirinde 17q21.31 bdlgesinde bulunan ve KdVS tanisinda etkinligi daha
aciklanamamis olan MAPT ve CRHR1 genlerinde delesyon/duplikasyon bulunmamistir. Klinik
bulgusu olan hastalarimizda bu genlerin kopya sayist degisikligi ile iligki bulunmamistir. Bu nedenle
fenotipik farkliliklarin, KANSL1genini diizenleyen diger genler ve hastalarin kendi genomik
iceriklerinin etkilesimine bagli olarak gelisebilecegi diisliniilmiistiir.

Calismamiz sonucunda, MLPA y6nteminin KANSL1 geni delesyon/duplikasyonunun tanisinda
giivenilir bir yontem olabilecegi, aCGH ile yanlis pozitifligin bizim hasta grubumuz i¢inde yiiksek
oldugu belirlenmistir. Tan1 agamasinda klinik goriisiin alinmas1 ve aCGH sonucunun ek bir yontemle

dogrulanmasinin hastalarin atlanmamasi ve yanlis pozitifligin azaltilmasi agisindan yardimci olacagi
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goriigiine varilmustir.

Sonug olarak bizim bulgularimiza gore: KdVS i¢in tanisal yaklasimda, fenotipik benzerlik
gosteren diger sendromlardan ayrilmasi agisindan aCGH yonteminin birincil test olarak se¢ilmesi,
17921.31 delesyon/duplikasyonu saptanmasi durumunda MLPA ile dogrulanmasi ve sonug raporunun
takip eden klinisyen ile tartigilarak verilmesi onerilir. Ayrica, klinik bulgulari ile tanis1 desteklenen
ancak delesyon/duplikasyon saptanmayan hastalarda KANSL1 gen mutasyonlarinin dislanmasi

gerekmektedir.
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. SONUC VE ONERILER

. aCGH c¢alismasinda KANSL1 kopya sayist degisikliklerinin yanlis pozitiflik orani yiliksek
bulunmustur.

. aCGH sonuglar1 bu ikinci bir yontemle dogrulanarak raporlanmalidir.

. Fenotipik c¢esitlilik nedeniyle diger mikrodelesyon sendromlarimin detayli incelenmesine
olanak saglamasi nedeniyle birincil test olarak uygulanmasi uygundur.

. aCGH c¢aligmasinda delesyon bdlgesinin biiytikliigli ve gen icerigi delesyon bulma olasiligr ile
iligkili degildir.

. MLPA delesyon ve duplikasyonlarin saptanmasinda giivenilir ve uygulanabilir bir yontemdir.

. MLPA c¢alismasi yapilirken kullanillan DNA’ nin kalitesi 6nemlidir. Uygun DNA
kullanilmadig: takdirde ¢alisma dogru sonuglar vermemektedir.

. aCGH ile KANSL1 kopya sayist degisikliklerinin saptanmast durumunda, MLPA ile
dogrulama ve bu agidan klinik degerlendirme agsamalari ile tan1 konulmalidir.

. Klinik bulgusu olan ancak delesyon/duplikasyon saptanmayan vakalarda KANSL1 gen

mutasyon taramasi yapilmalidir.
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