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Ozet

Zeka Geriligine Neden Olan Delesyon ve Duplikasyonlarin

Tam Genom Mikroarray Metoduyla Belirlenmesi

Zeka geriligi (Mental retardasyon) en sik goriilen gelisimsel bozukluklardan biridir.
Mental retardasyonun prevalansi yaklasik %1-3 olarak kabul edilmektedir. Mental
retardasyonun, dogumsal travmalar ve enfeksiyonlar gibi ¢evresel nedenleri ile 1000°den
fazla bilinen genetik nedeni bulunmaktadir. Bunun yani sira, mental retarde bireylerin

biiylik ¢ogunlugunda spesifik bir neden tanimlanamamaktadir.

Bu calismada, mental retarde bireylerde tiim genom taranarak kromozom hasarlarini
saptamak amaglanmistir.

Calismamizda cinsiyet farki gozetmeksizin, 0-18 yas aras1 52 mental retarde bireyden
alman periferik kan 6rnekleri DNA diizeyinde array-CGH yontemiyle incelenerek, genetik
hasarlarmm en ¢ok hangi molekiiler bolgelerde yer aldigi taranmistir. aCGH c¢aligmalari
sonucunda; 38 (% 73) hastada genomun ¢esitli bolgelerinde ¢esitli boyutlarda aberasyonlar
saptanmistir. 14 (% 27) hastada ise herhangi bir aberasyona rastlanmamistir. Non-
sendromik mental retarde hastalarin 7’sinde (% 70), mental retardasyona eslik eden
dismorfik bulgular1 olan hastalarin 22’sinde (% 78.6), mental retardasyona eslik eden
epilepsi hastalarmin 7’sinde (% 87.5) ve mental retardasyona eslik eden epilepsili ve
dismorfizmli hastalarin 2’sinde (% 33.3) genomun cesitli yerlerinde farkli boyutlarda
aberasyonlara rastlanmistir. En sik goriilen aberasyon hemen hemen her hastada farkli
boyutlar sergileyen 16p11.2 bolgesindeki delesyon olmustur (toplam 52 hasta arasindan 15
kiside goriilmiistiir).

Tam genom analizi lizerinde gerceklestirilen bu calisma ile mental retardasyon
acisindan yeni tanisal-genetik ve patognomonik belirtegler elde edilebilir. Verilerin
verifikasyonu ve ayni bolgelere ait gen anlatim ve proteomiks caligmalari, mantal

retardasyonun patogenez mekanizmasi agisindan 6nemli ipuglar1 saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Mental retardasyon, delesyon, duplikasyon, mikroarray, CGH array



Abstract

Detection Of Deletions And Duplications That Cause Mental Retardation

By Whole Genome Microarray Method

Mental retardation is one of the most common developmental disorder. Prevelance of
mental retardation is accepted as %1-3 percent of population. There are environmental
factors like birth trauma and infections and over 1000 genetic causes for mental
retardation. Besides this, in the majority of mentally retarded individuals a specific cause

can not be identified.

Aim of this study was to determine chromosomal aberrations in patients with mental
retardation by scanning whole genom.

In our study, regardless of the gender gap peripheral blood samples were taken from
52 individuals between the ages of 0-18 with mental retardation and the molecular regions
of most genetic damages were detected on DNA level using array-CGH method. In aCGH
studies, aberrations with various sizes were detected in various regions of the genome on
38 (73%) patients. No aberrations were found in 14 (27%) patients. Aberrations with
different sizes were found in different parts of the genome on 7 (70%) of non-syndromic
mental retardation patients, 22 (78.6%) of patients with mental retardation associated with
dysmorphic findings, 7 (87.5%) of patients with mental retardation accompanied by
epilepsy and 2 (33.3%) of patients with mental retardation associated with epilepsy and
dismorphism. The most frequent aberration seen in almost all patients (were seen totally in
15 people through 52 patients) was deletion of 16p11.2 with different sizes.

By this study performed on whole genome analysis, new diagnostic-genetic and
pathognomonic markers can be obtained in terms of mental retardation. Verification of
data belonging to the same regions by gene expression and proteomics studies may

provide important clues for mental retardation mechanism.

Keywords: Mental Retardation, deletion, duplication, microarray, CGH array
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1. GIRiS

Mental retardasyon en sik goriilen gelisimsel bozukluklardan biridir. Amerikan Mental
Retardasyon Birligi (AAMR) tarafindan “genel entelektiiel islevlerin anlamli olarak
normalden diisiik olmasina ek olarak uyumsal becerilerden en az ikisinde (iletisim, kendine
bakim, sosyal beceriler, akademik beceriler, is, kendi kendine karar verme, bos zaman
mesguliyetleri, saglik ve/veya glivenlik) anlamli kisitliliklar olmast ve bu sorunlarin 18
yasindan Once baglamis olmasi seklinde tanimlanmistir. Mental retardasyon tanisinda
siklikla zeka bolimii (IQ) sayisal degeri kullanilmaktadir. Buna gdére mental retardasyon
icin esik deger AAMR tarafindan 70-75, The American Psyhiatric Association Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV-TR) tarafindan 70 olarak
onerilmistir.

Mental retardasyonun bilinen genetik nedenleri 1000'den fazladir. Genetik teknikler
ilerledikce bu saymin artmasi beklenmektedir. Mental retardasyonun diger nedenleri
arasinda cevresel nedenler ve etyolojisi belirlenmeyenler yer almaktadir .

Genetik g¢evresel ve kisisel yasam tecriibeleriyle birlikte kognitif potansiyelin en
onemli belirleyicisidir. IQ diizeylerindeki degiskenliklerin en az %50'sinin genlerle iliskili
oldugu diistiniilmektedir. Farkli genlerin rolii oldugu ve her birinin farkl etkileri oldugu
varsayllmaktadir (kantitatif 6zellikler lokusu). Cevresel deneyimlerin zamanlamasi,
yogunlugu ve tipi genetik potansiyeli etkileyebilmektedir. Bu faktorler biyolojik
(beslenme, kursun, prenatal alkol maruziyeti, hipoksi, vb) veya sosyal (fakirlik, uyaran
yogunlugu, beslenme, annenin egitim diizeyi, vb) olabilir.

Klinik basvuru mental retardasyonun derecesiyle ters orantilidir. Bununla birlikte,
dismorfik bulgularin varliginda silitcocuklugu doneminde de mental retardasyondan
kuskulanilabilir. Cogu ¢ocukta agir mental retardasyon bulgular: ilk 2 yil icinde belirgin
global gelisimsel gerilik nedeniyle farkedilir. Hafif ve orta mental retardasyon tanisi ise 3-
4 yasa kadar gecikebilir. En sik bagvuru nedeni konugsmanin gecikmesidir.

Asagidaki gelisimsel gecikmelerin varligi anormal kabul edilmeli ve hizla
degerlendirilmelidir:

e 6 aya kadar seslere yonelmeme
e 9 aya kadar anlagilmaz seslerin ¢ikarilamamasi
e 13 aya kadar adiyla seslenildiginde bakmama

e 18 aya kadar parmakla gdstermenin baslamamasi



e 24 aya kadar 10-25 tek kelimenin olmamasi

e 26 aya kadar iki kelimeli climlelerin baglamamasi

e 36 aya kadar 3 kelimeli ciimlelerin baglamamas1

e 36 aya kadar anlamli, islevsel konugmanin baslamamis olmasi
e Herhangi bir yasta dil gelisiminde gerileme

Mental retardasyon tanismin birbirinden farkli ve bagimsiz iki bolimii vardir:
1)AAMR ya da DSM-IV-TR o&lgiitlerine gore klinik olarak mental retardasyon tanisinin
konmasi, 2)altta yatan 6zgiil medikal sorunun arastirilmasi. Fizik muayenede saptanan
dismorfik ozellikler (Down sendromu, 5p delesyonu, vb) ya da davranis bozukluklari
(Williams sendromu, Rett sendromu, Angelman sendromu, vb) 6zgiil taninin konmasina
yardimci1 olabilir.

“Online Mendelian Inheritance in Man” bilgi bankasinda mental retardasyon ile
birliktelik gdsteren 1200'den fazla genetik bozukluk ve 250'den fazla mental retardasyon
ile iliskili gen kayitlidir. Genetik bozukluklarin tanisinda kullanilan yontemler son yillarda
cok artis gostermekle birlikte, ¢ofu sadece bazi gelismis laboratuvarlarda
yapilabilmektedir. Down sendromu rutin kromozom c¢alismasinda kolaylikla
gosterilebilmektedir. Delesyon, inversiyon, translokasyon, duplikasyon gibi daha gizli
kromozom anomalilerini gosterebilmek icin yiiksek rezoliisyonlu (en az 500 band)
kromozom analizi gereklidir ve etyolojisi aydmlatilamamis tiim mental retardasyon
olgularinda temel laboratuvar incelemesidir. Belirli bir sendrom siiphesi oldugunda
bolgeye 6zgiil problama yontemleri (FISH) kullanilabilmektedir. Son yillarda subtelomerik
FISH incelemesiyle genden zengin subtelomerik bolgenin daha ayrintili incelenmesi ve bu
bolgedeki delesyon ve yeniden diizenlenmelerin gosterilebilmesi miimkiin hale gelmistir.
Tiim genomun incelenebildigi “mikroarray” yontemi ise yliksek rezoliisyonlu kromozom
analizi ve subtelomerik FISH ile tan1 konamayan yaklasik %35 kadar olguda etyolojinin

aydmlatilmasina yardimci olabilmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. MENTAL RETARDASYON

2.1.1. Tamim

Zeka Geriligi (Mental Retardasyon- MR) sik¢a goriilen ve tanit koymak i¢in ¢ogu
zaman c¢ok sayida arastirma yapilan klinik bir durumdur (Cogulu ve ark., 2006). Mental
retardasyon ve diger norogelisimsel engellilikler genel pediatrik uygulamada sik sik
goriilmektedir. Populasyonun yaklasik olarak %10’unda 6grenme giicliigli, %3’iinde de
cesitli derecelerde mental retardasyon gozlenmektedir. Bu rakamlar, 6grenmeyle ilgili
bozukluklarin, ¢ocukluk ¢ag1 hastalig1 olan astima rakip oldugunu gostermektedir. Ayrica
baska rahatsizliklarla kiyaslanacak olursa serebral felcten 10 kat, noral tiip defektlerinden
28 kat, korliikten 25 kat daha sik karsilagilan bir durumdur (Cogulu ve ark., 2006).

Mental retardasyon bir hastalik, sendrom ya da bozukluk degildir (Cogulu ve ark.,
2006). Mental retardasyonu tanimlamak ¢ogu zaman sorun olmustur. Bunun nedeni bilim
adamlarinin zekayir tam olarak neyin olusturdugu konusunda halen fikir birligine
varamamalaridir. Uzmanlarin ¢cogu zekayi “bilissel yetenek™ olarak diisiiniirken, bazilar1 da
“gercek yasamda karsilasilan sorunlar1 ¢6zme” seklinde tanimlamaktadir. Zeka, “amaca
yonelik uyumsal davranis” olarak da agiklanabilir. Son yillarda bilissel zekadan ayr1 olarak
sosyal zeka ve bunun alt kiimesi olan duygusal zeka kavramlarinin da ileri siiriilmesi
tanimlamay1 daha karmasik hale getirmistir. Giinlimiizde zeka hem biligsel yetenek hem de
toplumsal uyum 6lgiitlerini kapsayacak sekilde tarif edilmektedir.

bbbl 13 =99 ¢

(Cagimizda mental retardasyon anlaminda “zeka yetersizligi”, “zeka 6ziirii”, “normal
alt1 zeka”, “oligofreni” ve yakin zamanda “gelisimsel engellilik” ve “gelisimsel gecikme”
gibi terimler kullanilmaktadir. A.B.D.’de 1970’den beri kullanilan “gelisimsel 6zirliiliikk™
(Developmental Disability) terimi ise, mental retardasyon, serebral palsi, otizm ve mental
retardasyon ile yakindan iliskisi olan diger norolojik bozukluklar gibi ileri derecede ve
stiregen zihinsel ve fiziksel bozukluklar1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (genbilim.com).

Amerikan Mental Retardasyon Birligi (AAMR) tarafindan 2002 yilinda yapilan ve
genel olarak kabul edilen mental retardasyon tanimi; "zihinsel islevsellik ve uyumlu
davraniglar ile kavramsal, sosyal, pratik ve uyumsal becerilerde ciddi smirlhilik ile
karakterize yeti yitimi" seklindedir. Bu yeti yitimi 18 yasindan once belirir ve bireyin
islevsel olma kapasitesinde, islevsel olma yeteneginde (6rn, etkinlik ile ilgili smirliliklarr)

ve islevsel olma olanaklarinda (6rn, katilim smirliliklar1) ortaya ¢ikan sorunlarla kendini
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gosterir. Bu tanim Hastaliklarin Uluslararas1 Siniflandirilmasi onuncu baskisinda yer alan
tanim ile (ICD-10) de aymidir (Giizel E., 2009).

Amerikan Zeka Yetersizligi Birligi (American Association on Mental Deficiency,
AAMD)’nin mental retardasyon i¢in yaptigi tanimlamaya gore ise, mental retardasyon;
gelisim doneminde meydana gelen, uyumsal davranistaki bozukluklarla birlikte bulunan
ortalamanin altindaki zeka islevidir. Bu tanim mental retardasyonda, simdiki uyum
sorununu ve islevsellikteki sinirliligi sart kosar. Ortalamanin altindaki zeka islevi ile
birlikte iletisimde, kendine bakimda, evdeki yasamda, sosyal becerilerde ve toplumsal
yararlilikta, kendini yonlendirmede, sagligi korumada, akademik islevsellikte ve ¢alisma
alaninda iki veya daha fazla bozuklugun olmasi 6ngoriiliir (genbilim.com).

Amerikan Psikiyatri Birligi (American Psychiatric Association) mental retardasyonu;
Olgiilen 1Q degerinin 70 veya altinda olmasi, 6grenme ve sosyal uyum ile ilgili sorunlar, 18

yasindan dnce baglayan belirtiler kombinasyonu seklinde tanimlamaktadir.

2.1.2. Epidemiyoloji

Son 50 yilda mental retardasyon yayginligini ve insidansini; mental retardasyon
tanimindaki degisimler, tibbi bakim ve teknolojideki gelismeler, mental retarde bireyin
tedavisi ve kabuliine iligkin toplumsal tutum, yetersizligi olan ¢ocuklarin dogumdan 21
yasma kadarki egitim stiregler1 etkiledigi goriilmektedir. Mental retardasyon yaygimliginin
belirlenmesinde kullanilan teorik yaklasim, IQ degeri belirli degerin altinda seyreden
bireylerin sayisin1 saptayan normal ¢an egrisidir. Tahminlere gdre insan populasyonunun
%1-3’liniin 1Q seviyesi 70’in altinda seyretmektedir (Curry ve ark., 1997; Roeleveld ve
ark., 1997; Croen ve ark., 2001). Ingiltere populasyonunun % 2.3’iiniin 1Q degeri 70’in
altinda seyretmekte, % 5.5’inin ise 1Q degerleri 75’in iizerinde bulunmaktadir. Buna
ragmen, bu tahmin adaptif davranis becerilerini agiklamamaktadir.

Son epidemiyolojik calismalardan birinde total populasyon temel alindiginda mental
retardasyon yaygmhgmin yaklasik olarak % 1.25 oldugu bildirilmektedir (McLaren ve
Bryson., 1987). Okul ¢ag1 ¢ocuklar1 yayginlik istatistigi kaynagi olarak ele alindiginda, her
bir devlet oranlarmi 6zel egitim servisi uygunlugunu, uygunluk siireci icerisinde saptanan
ozellikleri (Ornegin, gelisim geriligi, Ogrenme yetersizligi, otizm,ve/veya mental
retardasyon) ve devlet igerisindeki cevresel ve ekonomik kosullarini belirlemede kullanilan
kriterlere gore % 0.3’- %2.5 olarak bildirmektedir (U.S. Department of Education, 1994).
Bu ¢ocuklarin yaklasik %89 unda hafif mental retardasyon, %7’sinde orta derecede mental

retardasyon ve %4’iinde de agir mental retardasyon oldugu diisiiniilmektedir. Bununla
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birlikte mental retardasyon yaygmliginin yaklasik olarak 20 yasina kadar yasla birlikte
belirgin olarak erkek cocuklarinda kiz ¢ocuklarina gore daha ¢ok artacagi bildirilmektedir
(McLaren ve Bryson., 1987).

Mental retardasyona Amerika populasyonun %1.6-3’linde rastlanmaktadir.

Aberdeen, Iskogya’da yiiriitiilen bir ¢alismada agir mental retardasyonun 300 kiside 1,
hafif mental retardasyonun ise 77 kiside 1 goriildiigi bildirilmektedir. Kadinlara oranla
erkeklerde agir mental retardasyon daha fazladir (erkek/kadin orami 1.2:1), yine hafif
mental retardasyon erkek c¢ocuklarinda kiz ¢ocuklarina oranla daha sik goriilmektedir
(erkek/kadin oran1 2.2:1).

Mental retardasyon goriilme sikligimin erkekler arasinda fazla olmasinin nedenleri
olarak sunlar ileri stiriilmektedir: Erkekler, merkezi sinir sisteminde hasar meydana getiren
dis etmenlere daha dayaniksiz goriilmekte ve bu nedenle zihinsel gelisimleri
etkilenmektedir. Erken dogum, yenidogan 6liimii ve 6lii dogum gibi dogmalik anomaliler
erkek ¢ocuklarda daha siktir. X’e bagli mental retardasyon gibi kalitsal etmenler erkeklerde
fazladir. Erkek cocuklar engellenmelere kizlardan daha fazla saldirganlikla cevap verirler.
Bundan dolayi, okul oncesinde ve ilkokulda yonetici ve dgretmenlerin bu gibi sorunlu
erkek ¢ocuklarla karsilasma olasiligi ve bunlarin ruhsal ve zihinsel degerlendirilmeleri i¢in
uzmanlara gonderilmeleri daha siktir.

Yaygmlik oranlar1 iilkeden {ilkeye degismekle birlikte, yaygmlik degiskenligi
sapmalara, standartizasyon metodlarina ve zaman i¢inde IQ skorlarinda meydana gelen
yukar1 sapmalara bagl olabilmektedir. Boyle bile olsa, yaygimnlik istatistiklerindeki en
biiylik varyans sapmalarin genis oldugu hafif mental retardasyon kategorisinde bulundugu
muhtemeldir.

Genel populasyondaki %0.8’inde mental retardasyon gozlenen bireylerde sizofreni
goriilme orani da %3 tiir.

Degisik iilkelerde farkli sekilde yapilan arastirmalarda toplumun %1-4 oraninda
egitimden yararlanma diizeyi diisiik kitlelerden olustugu, %6-9 oranda ise normal egitim
sistemi icinde ancak Ozel bir tutumla basarili olabilecekleri saptanmistir. Mental
retardasyon vakalarmmm % 75°1 hafif, % 10’u orta, % 5’1 ise agir gruba girer. Bu dagilim
yasa, sosyo-eckonomik faktorlere ve Kkiiltiirel yapiya gore degiskenlik gosterir. Uyari
yoksunlugu, proteinden yetersiz beslenme ve 6grenm giicliigline neden olabilen yasam
kosullar1 nedeniyle sosyoekonomik diizeyi diisiik gruplarda hafif mental retardasyon orani

yiiksektir. Ancak yine de biyolojik yapmnin bir dereceye kadar hafif mental retardasyon



gelisiminden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Orta ve agir mental retardasyon ise,
toplumun her sosyoekonomik kesiminde ayni oranda goriilmektedir.
Ulkemizde ise mental retardasyonun goriilme siklig1 yada yaygmligina iligkin yapilmis

bir caliyma bulunmamaktadir.

2.1.3. Smiflandirma

Mental retardasyonun derecesi zeka katsayisi (ZK =Intelligence Quotient =IQ= ZB) ile
belirlenir. Zeka katsayis1 ¢ocugun i¢cinde yasadigi toplum i¢in standartlastirilmis testlerle
degerlendirilerek ayn1 yastaki cocuklarla karsilastiriimasidir. Olgiilebilen zeka yas1 / gercek
yas x 100 formiiliiyle gosterilir. Buradan elde edilen sonuglar kesin degerler olmayip
cocugun egitimden faydalanabilme yeteneginin kaba bir gostergesidir.

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)’ne gore zeka seviyesinin

siniflandirilmasi Cizelge.2.1’de gdsterilmektedir.

Cizelge.2.1. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore zeka seviyesinin smiflandiriimasi

Deha 130 ve lizeri
Parlak zeka 120-129
Ustiin zeka 110-119
Normal zeka 90-110
Donuk normal zeka 80-89

Smir Mental retardasyon 70-79
MENTAL RETARDASYON 69 ve alt1
Hafif Mental retardasyon 52-69

Orta derecede Mental retardasyon 36-51

Agir Mental retardasyon 20-35

Derin Mental retardasyon 20’den daha diisiik

Normal ortalama 90-110 olarak kabul edilmektedir. Higbir cocuk en az {i¢ ay arayla
yapilan iki ayr1 IQ testinden 70’in altinda puan almadik¢a mental retardasyon olarak
isimlendirilmemelidir. Genellikle iki yas Oncesi ¢ocugun zeka katsayisindan bahsetmemek

gerekmektedir. Ciinkli yasamin ilk iki yili icinde bu testlerde kotii performans gosteren bir



cocuk, uygun sartlarda dort yasina kadar bu geriligi kapatabilmektedir (Okan ve ark.,
2005).

Mental retardasyonun degerlendirilmesinde standartize zeka 6l¢tim testleri kullanilir.
Cagdas zeka testleri genel olarak ezberlenmis bilgi, algisal-motor (Gestalt) yetenekler ve
mantiksal islemler gibi seyleri 6lger. Bu testlerin en dnemli 6zelligi baskin kiiltiirii temsil
eden niifusun normlarma uygun olmasidir. Cocuk psikiyatrisinde, 4-6 yas ¢ocuklari i¢in
“Wechsler Okul Oncesi ve Birinci Siif Zeka Olgegi” (Weschler Preschool and Primary
Scale of Intelligence, WPPSI) ve 6-16 yas cocuklar1 i¢cin “Weschler Cocuklar i¢in Zeka
Olgegi” (Weschler Intelligence Scale for Children, WISC) en sik kullanilanlardir. Ayrica,
2-18 yas grubu icin “Stanford-Binet Zeka Olcegi” de kullanilir. Eriskinlere ise “Wechsler
Eriskin Zeka Olgegi” (Weschler Adult Intelligence Scale, WAIS) uygulanmaktadir
(genbilim.com).

Mental retardasyon, dismorfik 6zellikler ile iliskilendirliyorsa sendromik mental
retardasyon; dismorfizm ya da anomali ile iliskilendirilmiyorsa non-sendromik mental

retardasyon olarak da kategorize edilebilmektedir.

2.1.4. Mental Retardasyon ile Birlikte Bulunan Engeller ve Psikiyatrik Bozukluklar
Mental retarde olan bir kisi ayrica bir veya birden fazla fiziksel veya ruhsal bozukluk

gosterirse buna “gogul engellilik” denilmektedir. Cogul engellilik egitimsel, toplumsal ve

is uyumunda onemli etkiler yapmaktadir.

1. Fiziksel Engeller:

a. Gorme bozuklulari: Mental retarde olan bireylerin %10’unda gérme bozukluklar1

goriilmektedir. Bu oran ileri mental retarde olan bireylerde ise %15’e kadar artis

gostermektedir.

b. Isitme kayb1: Mental retardae olan niifusta yapilan arastirmalar %10-15 oraninda isitme

sorunlarinm oldugunu bildirmektedir. ileri derecede mental retarde olanlarm %80 inde,

agr mental retarde olanlarin %51’inde odiyometrik incelemelerin yapilamadigi

belirtilmektedir.

c. Konusma ve dil sorunlari: Mental retarde olan bireylerin %50’sinde ¢esitli derecelerdeki

konusma bozukluklar1 mevcuttur. Gecikmis veya bozuk konusma %44, kekemelik ise %5

oranlarinda gozlenmektedir. Bireylerin %30’unda da sozel iletisim bulunmamaktadir.

d. Epilepsi: Mental retarde olanlarda epilepsinin epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler kisithdir.

Bunun bir nedeni s6zel iletisimi olmayan agir ve ileri derecede mental retarde olanlarda

epileptik nobetleri epileptik olmayan davraniglardan aymrmadaki giicliik, bir diger nedeni
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de kendini yaralama, donemsel saldirganlik, sakarlik ve asir1 tepkisel davraniglarin
epileptik durum ile karismasidir. Bu gii¢liige karsin, mental retarde olanlarda olmayanlara
gore daha sik ve ileri derecede epileptik nobetlerin oldugu da gosterilmistir. Kurumlarda
bakilanlarm %31’inde, kurum disinda yasayanlarin %15-18’inde epileptik ndbet
Oykiisiiniin oldugu saptanmistir. Zeka boliimii azaldik¢a epilepsi riski de artmaktadir.
Ornegin, normal niifusta %0.7 olan epilepsi goriilme siklig1 hafif derece mental retarde
olanlarda %3-6, zeka boliimu 35-49 arasinda olanlarda %23 ve zeka bolimii 20’nin altinda
olanlarda ise %50 oraninda saptanmaktadir.
e. Serebral palsi: Serebral palsi ile mental retarde ¢ogunlukla birlikte goriiliir. Serebral
palsili cocuklarin biiyliik kisminda agir ve ileri derece mental retardasyon da bulunur.
Serebral palsili olanlarda mental retardasyon oram1 %37’den %71’e kadar degisiklikler
gostermektedir. Cesitli arastirmalarin bir ortalamasindan s6z edilecek olursa serebral palsili
insanlarin %45’inde ayn1 zamanda mental retardasyon da gozlenmektedir.
2. Ruhsal Engeller:
Mental retardasyon, uyum sorunu olan bu kisilerin sorunlariyla basa ¢ikma yetenegini
azalttigindan ruhsal bozukluklarin riskinde bir artisa neden olmaktadir. Mental retarde
olanlarda ruhsal bozukluklarin ger¢ek dagilimi iyi bilinmemekle birlikte %27°den %71’e
kadar degisim gosterdigi belirtilmektedir. Toplum sorgulamasi yontemi ile yapilan
arastirmalar, mental retarde olan c¢ocuklarin %20-35’inde baz1 ruhsal bozuklularin
oldugunu ortaya koymustur. Ruhsal bozukluklar ile yapisal beyin hasar1 ve epilepsi
arasinda anlaml iligkilerin oldugu gdsterilmistir. Zeka boliimleri normal olan, fakat yapisal
beyin hasar1 olmayip yalniz epilepsileri olan ¢ocuklarda ruhsal bozukluk sikligi %28.6;
epilepsisi olmayan fakat yapisal beyin hasar1 olanlarda %37.5; her ikisi de bulunan
cocuklarda %58.3’tlir. Bu bulgular, yapisal beyin hasar1 ve epilepsinin ruhsal bozukluk
meydana getirmede birikerek artan bir etki yaptigin1 gostermektedir.
A. Psikotik bozukluklar: Bir¢cok arastirmaciya gore, psikozlara, mental retarde olanlar
normallere gore psikozlara daha yatkindirlar. Mental retarde olanlarda psikozlarin goriilme
sikligr %3-12 kadardir. Sizofreni, mental retarde olanlarda en sik rastlanan psikozdur.
Paranoid bozukluklarin da az goriildiigii bildirilmektedir. Mental retardasyonda tek kutuplu
depresyonun seyrek gorildigi ile ilgili genel bir kani vardir. Yazinda iki kutuplu
duygulanim bozukluklarmin bunlardan daha fazla goriildiigii yer almaktadir.

Hafif derecede mental retarde olan ve sozel iletisimi 1yi olan bireylerde sizofreni tanisi
konulmasi, mental retarde olmayanlardan farkli degildir. Fakat ileri derecede mental

retarde olanlarda tani koymak zordur. Belirtilerin mental retardasyonami, yoksa psikoz
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belirtisine mi ait oldugunu belirlemek giictiir. Belirgin dezorganize davraniglar ve negatif
belirtiler var ise, premorbidden belirgin farklilik gozleniyorsa baska tiirlii adlandirilamayan
(BTA) psikotik bozukluk tanis1 konabilir. Hayali arkadas ile konugmalar isitsel sanilar ile
karistirilmamalidir.

B. Nevrotik bozukluklar: Mental retarde olanlarda nevrotik bozukluklarm goriilme siklig1
%4-6 kadardir. Bu oran genel niifustaki orandan daha fazladir. Hafif ve orta derecede
mental retardasyonda konversiyon bozuklugu en sik goriilendir. Digerleri anksiyete
tepkileri, obsesif-kompulsif ve fobik bozukluklardir. Distimik bozukluk da normallerden
daha fazla goriiliir. Cesitli diizeylerde mental retardasyon olan 110 kisi iizerinde yapilmis
olan bir ¢galigmada ise anksiyete bozukluklarinin sizofreni, depresyon, kisilik bozukluklari,
uyum bozukluklar1 ve organik beyin sendromundan daha az goriildiigii belirtilmektedir.

C. Kisilik bozukluklart: Yapilan kisilik bozukluklarinin %25 gibi yiiksek bir oranda oldugu
bildirilmektedir. Suglular arasinda yapilan ¢esitli arastirmalarda mental retardasyon orani
%0.5 ile %55 arasinda bulunmustur. Mental retarde olanlarin en fazla isledikleri suglar
homosid ve cinsel suglar olarak belirtilmektedir. Mental retarde olanlarda intihar sikligi,
alkol ve madde kotiiye kullanimi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Mental retarde olanlar arasinda yasam olaylarina bagli olarak kendine yonelik zararli

davranislar (self-mutilasyon), kisiye ve mala yonelik fiziksel saldirilar diger ruhsal
bozuklugu olanlara gore anlamli diizeyde farkli bulundugu bildirilmektedir. Agir ve ileri
derece mental retarde olan 251 deneklik bir grupta kendini yaralama davramsi %36,
saldirganlik %30, ajitasyon %13, hiperaktivite %10 ve diger davranis bozukluklar1 %47
olarak saptandigi belirtilmektedir.
D. Cocuklugun psikiyatrik bozukluklari: Yaygin gelisimsel bozuklugu olan c¢ocuklarin
cogu ayn1 zaman da mental retardasyona sahiptir. Otistik bozuklugu olan ¢cocuklarm %75°1
mental retardasyon kriterlerini karsilar. Otistik bozuklukta karsilikl1 sosyal etkilesimde ve
so0zel-s0zel olmayan sosyal iletisimde onemli derecede bir bozulma vardir. Buna karsin
mental retarde ¢ocuklarin karsilikli sosyal etkilesimlerinde onemli bir bozulma yoktur,
sosyal iletisime girerler, gelisim diizeylerine uygun olarak s6zel veya sozel olmayan (goz
temasi, jestler gibi) iletisim kurarlar.

Mental retarde bireylerde, dikkat eksikligi ve asir1 hareketlilik psikiyatriye miiracaatin
sik nedenleri arasindadir. Bu populasyonda dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu
(DEHB) nun yayginlig1 normal populasyona benzer olup, tahminen %4-11 arasindadir.

Hafif derecede mental retarde cocuk ve ergenlerde davranis bozuklugu yaygmnligi %33

olarak bildirilmektedir.



Mental retarde ¢ocuklar arasinda stereotipik davranislara, kendine zarar verici davraniglara

ve pika gibi yeme bozukluklarma da sik rastlanmaktadir.

2.1.5. Etiyoloji
Mental retardasyon nedenleri c¢ok c¢esitlidir ve yapilan tiim incelemelere karsin

olgularm yaklasik % 40-60 inda etyoloji belirlenememektedir.

Kromozomal anomaliler ¥12

Cevresel nedenler 425

| Subtsloterik anoraliler %6 |

| Frajil X senvdrozan %1 |

Bilinen diger sendroralar ve sebepler %5 |

| Iilstabalik sebepler %3 |

Bilinrneyen sehepler, genetik olduiu ditpiinilen 025 Bilinmeyren sebepler, cevresel oldugn diisiinilen %25

Sekil.2.1. Mental retardasyona sebep olan kosullarin dagilimi (Curry ve ark., 1997)

Cizelge.2.2. Mental retardasyon nedenleri (Okan ve ark., 2005)

I. Prenatal nedenler:
A. Genetik nedenler
1. Metabolizma hastaliklar1
Dogustan kalitsal aminoasit metabolizmas1 bozukluklar1 (Fenilketontiri)
Organik asidemiler
Lizozomal depolanma ile giden metabolik hastaliklar
Peroksizomal hastalik

Mitokondrial hastaliklar
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Mukopolisakkaritler
2. Kromozom anomalileri
Ailevi mikrosefali
Kraniosinostoz
Konjenital hidrosefali
3. Norokiitan hastaliklar
Norofibromatozis
Tuberosklerozis
4. Kromozom hastaliklar1
Trizomiler
Frajil X sendromu
Kedi miyavlamasi hastaligi
Klinefelter sendromu
B.Anne-fetiis enfeksiyonlar1
1.TORCH
2.Enfeksiy6z hepatit
3.Kabakulak
C. Gelisimsel serebral anomaliler
D.Radyasyon
1.Niikleer ve x 1sinlar1 (7-15. haftada)
E. Hipotiroidi
F. Anneye ait nedenler
Maternal fenilketoniiri
Iyot eksikligi
Vitamin eksiklikleri (riboflavin)
Diyabet (hipoglisemi, hipokalsemi, hipomagnezemi, polisitemi)
Alkol
[laglar (folik asit antagonistleri, steroidler)
G.Digerleri
1.Prematiirite
2.Plasental anomaliler
3. Toksemi
4.Annenin ilag almasi

5.Beslenme bozuklugu
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6.Nikotin ve civa alimi
II.Perinatal nedenler
A.Dogum travmasi
Asfiksi
Hipoksi
B. Edinsel metabolik bozukluklar
Hipoglisemi
Hiperbilirubinemi
C. Enfeksiyonlar
Bakteriyel menenjit, sepsis
Konjenital enfeksiyonlar
D.intraventrikiiler kanama
E. Multipl konjenital deformiteler
F. Neonatal konviilsiyonlar
[II.Postnatal nedenler
A. Enfeksiyonlar ve inflamatuar hastaliklar
Menenjit
Ensefalit
Post-enfeksiyoz l6koensefalit
Asilama ile iligkili ensefalopati
B. Kafa travmalar1
C. Intoksikasyonlar
Kurflun ensefalopatisi
Kronik antikonviilsan intoksikasyonu
D. Cevresel nedenler
E. Dogumsal metabolizma hastaliklar
F. Subseliiler organel hastaliklar1 (lizozom, peroksizom, mitokondri)
G.Digerleri
Asfiksi
Reye sendromu
Beyin tiimorleri
Bobrek, karaciger yetmezlikleri

Merkezi sinir sistemi tutulumu ile giden néromiiskiiler hastaliklar
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Cizelge.2.3. Agir ve hafif mental retardasyon nedenleri (Cogulu ve ark., 2006)

Agir
1. Prenatal (%55):

a. Kromozomal ve diger genetik faktorler (%34)
b. Multipl konjenital anomaliler ve spesifik sendromlar (%12)

c. Gebelikte meydana gelen dis etkenler (%8)

2. Perinatal (%15)

a. Hipoksi/asfiksi (%12)

b. Santral sinir sistemi enfeksiyonlar1 (%3)

3. Postnatal (%12)

4. Nedeni bilinmeyen (%18)
Hafif

1. Prenatal (9%23):

a. Kromozomal ve diger genetik faktorler (%5)
b. Multipl konjenital anomaliler ve spesifik sendromlar (%10)

c. Gebelikte alinan alkol (%38)

2. Perinatal (%18)

a. Hipoksi/asfiksi (%17)

b. Santral sinir sistemi enfeksiyonlary (%1)

3. Postnatal (%4)
4. Nedeni bilinmeyen (%55)

Etyololojinin belirlenmesinde 6nemli olan etmenler sunlardir:

Ailenin tani istegi ve isbirligi
Incelemelere erken yasta baslanmasi
Eslik eden anomalilerin olmasi

Yakin akrabalarin muayene edilebilmesi

Izleme (zamanla gelisen spesifik fiziksel veya davranis fenotipleri ve yeni testler)
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2.2. Mental Retardasyona Neden Olan Genetik Sebepler

Cizelge.2.4. Mental retardasyona neden olan genetik sebepler (Winnepenninckx ve ark.,

2003)

Kromozomal anomaliler
Sayisal kromozom anomalileri
Parsiyel kromozom anomalileri
Sitogenetikle goriilemeyen mikrodelesyonlar
Interstisyel delesyonlar
Subtelomerik delesyonlar
Monojenik sebepler
Otozomal dominant
Otozomal resesif
X’e bagh
Poligenik sebepler
Mitokondriel bozukluklar

2.2.1. Kromozomal Anomaliler
Mental retardasyon vakalarmin = %28’inde kromozom anomalileri neden olarak

gosterilmektedir (Curry ve ark., 1997).
2.2.1.1. Sayisal Kromozom Anomalileri

Sayisal kromozom anomalisi, 46 kromozomdan olusan normal kromozom setinde
ekstra (=poliploidi) yada kayip (=monozomi) kromozomlarin bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Bildirilen canli-dogan otozomal kromozom poliploidileri Trizomi 13
(Patau Sendromu), 18 (Edward Sendromu) ve 21(Down Sendromu) dir. Edward ve Patau
sendromlar1 nadir goriiliirken Down sendromu 1500 bireyde 1 goriilmektedir ve risk
annenin yastyla birlikte artis gostermektedir. Patau ve Edward sendromu hastalar1 genelde

cogu Ozelligi paylagsmaktadir. Bu hastalarda cogunlukla agir mental retardasyon
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goriilmekte ve c¢ogu etkilenmis hastanin yasami dogumdan bir hafta sonra O6liimle

sonu¢lanmaktadir.

Herhangi bir kromozomda goriilen monozomi embriyonik yasamin erken sathalarinda

Olumciil olmaktadir.

Sayisal cinsiyet kromozom anomalileri sayisal otozomal kromozom anomalilerinden
daha sik goriilmektedirler, fakat her zaman mental retardasyon ile iligskilendirilmesi
beklenmemektedir. Turner sendromu (disi bireyler X kromozomundan sadece bir kopya
tasir) ve Klinefelter sendromu (XXY kromozom diizenine sahip erkek bireyler) hastalari
zeka olarak normal olabilmektedirler. Ancak, X kromozomu sayist ikiyi gegtigi

durumlarda (6rnegin, XXX) hastalarda daima mental retardasyon goriilmektedir.

2.2.1.2. Parsiyel Kromozom Anomalileri

Delesyonlar, inversiyonlar, insersiyonlar, translokasyonlar herhangi bir kromozomun
herhangi bir bdlgesinde meydana gelebilmektedir. Translokasyonlar, dengeli oldugu,
genetik materyalde herhangi bir kayba ya da kazanima sebep olmadigi ve herhangi bir
gende bozulmaya neden olmadig: siirece klinik bir belirti goriilmemektedir. En 1yi bilinen
ornek; iki akrosentrik kromozomun (13, 14, 15, 21 veya 22) sentromer bdlgelerinde ya da
sentromere yakin bolgelerinde kirilma meydana geldigi ve uzun kollar1 arasinda fiizyon
olustugu Robertsonian translokasyonudur. Burada olusan hibrit kromozom iki
kromozomun uzun kollarindan olusmaktadir (6rnegin, 14. kromozom ve 21. kromozom)
Bu akrosentrik kromozomalrin kisa kollar1 sadece ribozomal dizileri igermektedirler ve
Robertsonian translokasyon tasiyicilar1 bu translokasyondan etkilenmemektedirler. Fakat
boyle bir hastanin ddlleri 14. kromozoma ait ekstra uzun kol kalitabilmekte, bunun yani
sira 14. kromozomun iizerine 21. kromozoma ait ekstra bir uzun kol kalitabilmekte ve
Down Sendromu’na sebep olabilmektedir.

Delesyonlar, delesyonun yerine ve biiyiikliigiine gore farkli fenotiplere neden olmakta,
fakat hemen hemen hepsinde mental retardasyon goriilmektedir. Genel bir kural olarak,
toplam  genomun %2’sinden fazlasin1 igeren delesyonlar yasamsal olarak
degerlendirilmemektedir. Minimum biiyiikliik olarak tek bir kromozom bandinda meydana
gelen delesyonlar ya da 5-15 Mb biyiikliigiindeki delesyonlar mikroskop altinda
saptanabilmektedirler. Bu tiir sitogenetik olarak goriilebilir delesyonlara 6rnek olarak

mental retardasyon ve ¢ocukluk caginda kedi-benzeri aglama ile karakterize olan cri-du-
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chat sendromu verilebilir. Karyotip testlerine gore, 5. kromozomun kisa kolunda 6zellikle
S5p15.2-p15.3 bolgesinde degisen biiyiiklerdeki delesyonlar bu sendromun goriilmesine

neden olabilmektedir.

2.2.1.3. Sitogenetikle Goriilemeyen Mikrodelesyonlar

2.2.1.3.1. Interstisyel Delesyonlar

Sitogenetikte her delesyon goriilememektedir. Baz1 delesyonlar mikroskop altinda
saptamak icin ¢ok kiigiiktiirler. Bu tiir submikroskobik delesyonlar, belirli kromozomal
segmentlerin ve birka¢ genin kaybimi icermekte ve komsu gen sendromlarmna neden
olmaktadirlar. Bu delesyonlar genomda rastgele meydana gelmemekte, spesifik bolgelerde
toplanmaktadirlar. Ornegin, 7q11.23 segmentinin submikroskobik delesyonu fenotipik
ozellik, asimetrik kognisyon profili ile kombine olan mental retardasyon ile iliskili
Williams-Beuren Sendromu’na neden olmaktadir. Diger bir Ornek olarak, 17pl11.2
bolgesinin bir kisminda meydana geleln delesyon sonucu psikomotor ve biiylime geriligi
ve davranig problemleri gibi dikkat c¢ekici fenotiple iliskili olan Smith-Magenis
Sendromu’dur. Yarik damak, kardiak anomaliler, tipik yiiz goOriinimii ve Ogrenme
engelliligi ile karakterize olan ve 22qll mikrodelesyonu ile meydana gelen
Velokardiofasial Sendrom ise bir diger 6rnektir. Boyle delesyonlar rutin olarak karyotip
analizi ile goriilememektedir. Fakat deneyimli bir klinisyenin istegi {izerine bu bolgelere
0zgli problar ile Floresans in Situ Hibiridizasyon (FISH) yontemiyle bu delesyonlar

saptanabilmektedir.

2.2.1.3.2. Subtelomerik Delesyonlar

Sitogenetikte goriilebilen bir diger spesifik altkategori kromozom sonlarinda
(telomerlerde) olusan delesyonlardir. Telomerlerde meydana gelen kromozomal
diizenlenmeler idiopatik (Flint ve ark., 1995) ve ailesel mental retardasyona (Holinski-
Feder ve ark., 2000) neden olmaktadir. Telomerler, tiim omurgalilarda benzer olan TG
bakimimdan zengin tekrarlardan (TTAGGG) olugmaktadir. Bu basit dizi birka¢ yiiz ya da
birka¢ bin kez tekrarlanmakta ve bireylerde yasla birlikte c¢esitlilik gostermektedir. Bu
tekrarlara yakin bolgelerde bir¢ok kromozom arasinda paylasildig: diisiiniilen tekrarlayan
DNA aileleri yer almaktadir (Mefford ve Trask, 2002). Birka¢ yiiz kilobazdan olusan bu
subtelomerik dizilerin fonksiyonlar1 bilinmemektedir. Yiiksek derecede dizi benzerligi,

diizenlenmeleri olusturdugu disiliniilen “caprazlama”lara neden olmaktadir. Telomerik
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bolgelerin gen bakimimdan zengin olmasi, bu bdlgelerde meydana gelen delesyonlarin
Miller-Dieker Sendromu (17p telomerik delesyonu) ve a-talasemi/ mental retardasyon
sendromunda (16p telomerik delesyonu) oldugu gibi neden mental retardasyona neden
oldugunu agiklamaktadir.

Onceki ¢alismalarda idiopatik mental retardasyon vakalarmm %5-10’unda
subtelomerik delesyonlarin tanimlandigi belirtilmektedir (Knight ve ark., 1999).
Subtelomerik delesyonlarin rutin karyotip analizi ile sitogenetik olarak saptanamamasindan
dolay1 bu mutasyonlarm siklig1 halen bilinmemektedir. Bu diizenlenmeleri saptamada en
sik kullanilan yOontem, genomik DNA’ya hibridize olan floresans telomer-spesifik
problarin kullanildig1 FISH yontemidir.

Genis sayida subtelomerik delesyonlar1 taramada kullanilmak {izere gelistirilen
yontemlerden biri de kisa amplifiye edilebilir problarin kullanildigi1 Multipleks Amplifiye
edilebilir Prob Hibridizasyonu (MAPH)’dur. Bazi laboratuarlarda da tiim telomerleri
gortintiilemede kullanilmak {izere = Multipleks Kantitatif PZR reaksiyonlar1 {izerine

calisiimaktadir (Winnepenninckx ve ark., 2003).

2.2.2. Monogenik sebepler

Tek bir gen lizerinde maydana gelen mutasyonlar genin fonksiyonunu bozarak mutant
genin fonksiyonuna ve mutasyonun fonksiyon {izerindeki etkisine bagli olarak mental
retardasyona ve mental retardasyon ile iligkili olan bir¢ok fenotipe neden olabilmektedir.

Hastalik gruplarinin her bir alt boliimii i¢in kalitim bi¢imleri esas alinmistir.

2.2.2.1. Otozomal Dominant Mental Retardasyon

Mental retarde bireyler nadiren ¢ogaldiklarindan, otozomal dominant mental
retardasyon soyagacina seyrek rastlanilmaktadir. Buna ragmen, otozomal dominant
formundaki mental retardasyon Rubinstein-Taybi Sendromu vakarlinda oldugu gibi ortaya
¢ikan yeni mutasyonlar sonucu meydana gelebilmektedir (Petrij ve ark.,1995). Rubinstein-
Taybi Sendromu, gelisim geriligi, boy, karakteristik yiiz goriiniimii, genis bagparmak,
biiylik ayak parmaklar1 ile karakterize olup 16p13.3 bolgesinde yer alan CREB geni
iizerindeki mutasyondan kaynaklanmaktadir. Az etkilenmis hastalarda hafif otozomal
dominant mental retardasyon ¢esitli fenotipik ekspresyonlarla birlikte gizli kalirken, bu
hastalarn tanis1 ancak hastaligin agir bir sekilde etkilenmis aile tiyesinde

tanimlanmasindan sonra konulmaktadir.
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2.2.2.2.0tozomal Resesif Mental Retardasyon

Otozomal resesif gecis, siklikla metabolik hastaliklarda goriilmektedir. Enzimlerin
eksikligi islenmemis substratlarin hiicre ici birikimine, iirlin azligina, hiicresel enerjinin
tilketilmesine ya da asir1 miktarda metabolit salinmasma yol acarak bu tiir hastaliklarin
olusmasmma neden olmaktadwr. Fenilketonuri, Fenilalanin hidroksilaz eksikliginden
kaynaklanan dogumsal metabolizma kusuru olup otozomal resesif mental retardasyonun en
sik goriilen nedenidir. Enzim bozukluguna bagli olarak Fenilalanin birikimi ger¢eklesirken
Tirozin kitlig1 meydana gelmektedir. Diger bir 6rnek ise, mental retardasyon ve multipl
konjenital anomali ile karakterize olan Smith-Lemli-Opitz Sendromu’dur. Hastalik, Sterol
delta-7-rediiktaz (DHCR?7) geninin her iki kopyasinda mutasyon meydana gelmesi sonucu
olugsmaktadir. Bunlarin yani sira bir¢cok izole mental retardasyon vakalari, nadir otozomal
resesif mutasyonlardan olugabilmektedir, fakat non-sendromik mental retardasyonun bu tiir
izole vakalarina sebep olan ilk gen klonlanmistir. PRSS12 nérotripsin genindeki dort
bazlik delesyon non-sendromik otozomal resesif mental retardasyon olan genis
soyagaclarinda mental retardasyon ile iliskilendirilmis oldugu bildirilmektedir (Molinari ve
ark., 2002). Buna ragmen, boyle otozomaal resesif bir mutasyonun populasyondaki siklig1

hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

2.2.2.3. X’e Bagh Mental Retardasyon

Mental retardasyonun erkek bireylerde disi bireylere gére daha sik goriilmesi, X’e
bagli gen defektlerinin mental retardasyonun oOnemli nedenleri arasinda yer aldigmi
diistindiirmektedir. Klinik gozlemler ve aileler lizerinde yapilan baglanti analizleri, X’e
bagli mental retardasyonun (XLMR) heterojen bir kosul oldugunu ortaya koymustur.

X’e bagli mental retardasyonun en sik goriilen formu Frajil X sendromudur (Fra (X)).
Frajil X sendromu, X kromozomunun uzun kolunun distal bdlgesinde yer alan bir
sitogenetik markirda meydana gelen gen defekti ile iliskili oldugu saptanmistir. Bu durum
daha sonra FMRI1 geninin klonlanmasma yol a¢cmistir. O giinden bu yana klonlanan

XLMR genleri artig gostermektedir (Ropers ve Hamel; 2005).

2.2.3. Mitokondrial Mental Retardasyon
Otozomal ya da cinsiyet kromozomlar1 iizerindeki bozukluklara ek olarak
mitokondrial genlerdeki hasarlar da mental retardasyona neden olabilmektedir. Bu tiir

soyagagclarina maternal kalitimin sonucu rastlanmaktadir.

18



2.2.4. Poligenik Mental Retardasyon

Poligenik, yani birden fazla genin neden oldugu mental retardasyon formlarinda
hastalar hafif olarak etkilenmektedirler. mental retardasyonun tek gen hasarma dayanan
daha agir olan formlarmna kiyasla hafif mental retardasyon, Mendel kalitim paternine uyum
gostermemektedir. Ortalamanin altinda sosyo-ekonomik statiiden gelen soylarda daha sik
goriilmektedir. Buna ragmen hafif mental retardasyonun genetik sebepleri hakkinda heniiz
hi¢cbir bilgi bulunmamaktadir. Genel olarak, fenotip olusumunda gerekli olan bir¢cok genin

hastaliga katkis1 bulunmadig1 varsayilmaktadir (Plomin, 1999).

2.3. Mental Retarde Cocuklarda inceleme

e Klinik Inceleme

e Opykii ve aile agac1

e Fizik muayene

e Disiplinler arasi igbirligi ve konsiiltasyon

e Laboratuar Inceleme

e Genetik testler (Kromozom, DNA)

e Metabolik testler

e (Goriintiileme yontemleri

Oykii: Mental retarde bireye ait ayrintili obstetrik, tibbi dykii ve aile dykiisii alinmalidir.
Ailede gelisme geriligi veya mental retardasyonu olan birinin olup olmadigini arastirmak
icin cocugun akrabalarindan liseyi bitiremeyen, araba kullanamayan, kendi basina
yasayamayan veya hi¢ is sahibi olamamis kisi olup olmadiginin sorulmasi 6nerilmektedir.
Gebelik donemi, prenatal bakim diizeyi, prenatal testler (serum a-fetoprotein diizeyi, fetal
ultrasonografi gibi), gebeligin komplikasyonlari, amniyotik sivinin miktar ve O6zelligi,
regeteli ve regetesiz ilag veya kanun dis1 ilag kullanimy, fetal hareket siklig1 ve kuvveti ve
gebelik doneminde yasanan kronik veya akut saglik problemleri hakkinda detayli bilgi
sahibi olunmalidir (2007;Pediatri Cilt-2 Kisim- 4 sf. 1049).

Aile agact:Ogrenme giicliigii, psikiyatrik bozukluk, otizm ve mental retardasyon ydniinden
ii¢c kusag1 sorusturan bir aile agaci ¢ikarilmalidir (genbilim.com), soyagaci tiim gebelik ve
sonuclar1 igermeli, etkilenmis ve etkilenmemis bireyler belirtilmeli ve her bireyin dogum
tarthi ve 6liim nedenini igermelidir (2007;Pediatri Cilt-2 Kisim- 4 sf. 1049).

Fizik muayene: Deneyimli bir klinik¢inin yaptig1 fizik ve norolojik muayene genetik

degerlendirmede en Onemli basamagi teskil etmektedir. Kafadan ayak parmagma kadar
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dikkatle yapilmali ve 6zellikle yiizle ilgili ve spesifik sendromlar i¢in yol gdsterici olabilen
dismorfik bulgulara dikkat edilmelidir.

Miimkiin oldugunca eski ve yeni fizik Ol¢limler (bas cevresi, biiyiime parametreleri)
almmali ve normal degerlerle karsilastirilmalidir. Norolojik muayene tam ve ayrmntili
olarak yapilmalidir.

Fizik muayene esnasinda saptanan tiim anormal bulgular kaydedilmeli ve fotograflarla
belgelendirilmeli, c¢ocukta rastlanan minor anomaliler anne, baba ve kardeslerle
karsilastirilmasi gerekmektedir.

Davranis  fenotipinin  degerlendirilmesi de  bazi  sendromlarin  taninmasini
kolaylastirmaktadir. Davranis fenotipinin, yiirtime seklinin, hareketlerin
degerlendirilmesinde video kayitlar1 yararli olabilmektedir (Frajil X Sendromu, Angelman
Sendromu, Rett Sendromu gibi).

Ayrica, odyolojik, oftalmolojik ve psikometrik degerlendirme ilk basvuruda yapilmali ve

belirli aralarla yinelenmelidir.

2.3.1. Laboratuvar incelemeleri
Mental retardasyon incelenmesinde kullanilan ¢ok sayida test segenegi vardir, ancak
bu testlerin her hasta icin selektif ve amaca yonelik olarak yapilmasi Onerilmektedir.
1.Kromozom analizi (Sitogenetik): 500 bant diizeyinde rutin bantlama (trizomi veya
monozomiler, biiyiik yapisal anomaliler) ve yiiksek rezoliisyonlu bantlama (HRBT; bazi
minor yapisal anomaliler) yontemleri kullanilmaktadir.
Mental retarde bireylerde kromozom anomalisi saptayabilme oran1 %4-28 arasindadir.
Agir mental retardasyon ve eslik eden konjenital anomaliler (minor veya major) varsa
kromozom patolojisi oranm1 artmaktadir. Goriinlirde minor yada major anomali olmasa bile
kesin bir tanis1 olmayan tiim zeka geriliklerinde karyotip bakilmasi 6nerilmektedir.
2.Frajil X testi (molekiiler)
3.FISH (sitogenetik+molekiiler yontemler) (minor yapisal anomaliler)
4.Metabolik testler (aminoasit ve organik asitler)
5.Gortintiileme ( US, BBT ve MRI ve diger)
6.Spesifik taniya yonelik testler: Enzimler, FISH ve DNA testleri, kas biyopsisi ve iskelet

grafileri (genbilim.com)
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2.4. Mental Retardasyon Olgularinin Genetik Nedenlerinin incelenmesi

2.4.1. Mikroarray’ler

Biyomedikal arastirmalar, yalnizca bilginin derlenmesi yoniinde degil ayn1 zamanda
yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasi yoniinde ilerlemektedir. Gen ifedelerini arastirmak i¢in
kullanilan klasik metodlar arastirmacilarin belirli bir zaman icerisinde az sayidaki geni
inceleyebilmelerine olanak tanimaktadir. Yeni teknolojilere duyulan ihtiya¢ karsilasilan
problemlerin ¢6ziimiinii ve terapide kullanilacak yeni potensiyel hedeflerin bulunmasina
imkan tanimistir. Mikroarray’ler arastirmacilarin tek bir deneyde hizli ve verimli bir
sekilde bir¢ok genin ifadesini incelemesini olanakli kilmaktadwr. Mikroarray’ler biiyiik
metodolojik ilerleme gostermekte ve arastirmacilara yeni teknolojilerin ne kadar giiclii
araclar oldugunu izah etmektedir. Bilim adamlar1 mikroarray teknolojisini biiyiime ve
gelisimi farkli acilardan anlamak ve bir¢ok hastaligin altinda yatan genetik sebeplerin kesfi

icin kullanmaktadirlar.

2.4.1.1. DNA Mikroarray’leri

DNA Mikroarray’i, molekiiler biyoloji ve tipta kullanilan multipleks bir teknolojidir.
DNA Mikroarray’i “Features” denen ve herbiri prob (reportér) olarak bilinen pikomol
seviyesindeki spesifik DNA sekanslarindan olusan binlerce mikroskobik DNA
oligoniikleotid noktaciginin dizilenmis serilerinden olugmaktadir. Bu problar, yiiksek-
kararlilikta cDNA ya da cRNA 6rnegini (hedef olarak bilinir) hibritlemede kullanilan kisa
bir gen pargasi ya da diger DNA elemani olabilmektedir. Prob- hedef hibiridizasyonu,
genellikle hedefteki niikleik asit veriminin goreceli olarak saptanmasi i¢in florofor, glimiis
ya da kemiluminesans —isaretli hedeflerin taranmasiyla incelenir ve kantifiye edilir. Bir
array binlerce probun onlarcasindan olustugu siirece bir mikroarray calismasi bir ¢ok
genetik testin ayn1 anda gergeklestirilmesine olanak tanimaktadir. Bu durum birgok kesfin

hizlanmasimni saglamaktadir.

Standart mikroarray’lerde problar yiizey miihendisligi yolu ile kati bir yiizeye
(kimyasal matriks= epoksi-silan, amino-silan, lizin, poliakrilamid ve ya digerleri) kovalent
bag yardimyla tutturulmaktadir. Kat1 ylizey cam ya da silikon ¢ip olabilecegi gibi

mikroskobik boncuklardan da olusabilmektedir.
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DNA mikroarray’leriekspresyon seviyelerindeki degisimlerin Olgiilmesi, SNP’lerin
taranmasi, mutant genomlarin sekanslanmasi ve genotiplemede kullanilmaktadir.
Mikroarray’ler fabrikasyon, calisma, verim, hassasiyet ve maliyet bakimmdan farklilik

gostermektedirler.

2.4.1.2. Mikroarray’in Tarihcesi

Mikroarray teknolojisi, fragmente DNA’nin bir substrata tutturularak ve daha sonra
bilinen bir gen ya da fragment ile problanarak calisilan Southern Blot’tan gelistirilmistir.
Array’lerde ekspresyon profili i¢in farklit DNA topluluklarinin kullanilmasi ilk olarak 1987
yilinda agiklanmis ve array’lenen bu DNA’lar interferon tarafindan ifadeleri degisen
genlerin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir (Kulesh ve ark., 1987). Bu ilk array’ler igne-
spotlama aracinin kullanilmasi ile filtre kagidi tizerine cDNA’larin spotlanmasi sonucu
olusturulmustur. Miniatiirize mikroarray’lerin gen ekspresyon profilinde kullanilmasi ilk
olarak 1995 tarihinde bildirilmis (Schena ve ark., 1995) ve mikroarray iizerinde tam
okaryotik genomu (Saccharomyces cerevisiae) 1997 yilinda yayimlanmistir (Lashkari ve

ark., 1997).

2.4.1.3. Mikroarray Teknolojisinin Prensibi

Mikroarray ardindaki temel prensip iki DNA ipligi arasindaki hibridizasyon,
birbirlerleri ile spesifik olarak baz ciftleri arasinda hidrojen bagi olusturarak eslesen
komplementer niikleik asit sekanslarinin yapisidir. Bir niikleotid sekansindaki yiiksek
sayidaki komplementer baz ciftleri iki iplik arasinda siki bir non-kovalent bagin oldugu
anlamma gelmektedir. Non-spesifik olarak baglanan sekanslarin yikanmasindan sonra,
sadece hibridize olmus olan eslesmis kuvvetli iplikler kalmaktadir. Boylece, bir prob
sekansma baglanan floresans isaretli hedef sekanslar, eslesen bazlarin sayisi,
hibiridizasyon kosullar1 (sicaklik gibi) ve hibiridizasyon sonrasi yikama tarafindan
belirlenen hibiridizasyon giiciine bagli olarak sinyal olusturmaktadirlar. Bir noktaciktan
(feature) gelen toplam sinyal giicli, bu noktacik {izerinde mevcut olan problara baglanan
hedef 6rnegin miktarina bagl olmaktadir. Mikroarray’lerde, prob yogunluklarmin farkl
kosullar altindaki yogunluklar: ile karsilastirilmasinda ve yeri bilinen probun 6zelliginin

belirlenmesinde goreceli kantitasyon kullanilmaktadir.
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Sekil.2.2. Bir mikroarray ¢caligmasinda gerekli olan basamaklar

(www.microarray.lu/images/overview_1.jpg).

2.4.1.4. Mikroarray’lerin Kullanim Alanlan ve Tipleri
Birgok array ¢esidi mevcut bulunmakta ve genis ayrimlari yiizeyemi yoksa kodlu
boncuklar iizerine mi diizenlenmis olmalarma gore yapilmaktadir:

e Kilasik kati-faz array’l, “feature” olarak bilinen diizenli mikroskobik “spot”larin toplu
halidir ve herbiri spesifik bir probla cam, plastik ya da silikon biogip ( genel olarak
genom ¢ipi, DNA ¢ipi veya gen ¢ipi gibi kat1 bir yilizeye tutturulmustur. Binlerce prob
tek bir mikroarray tizerinde belirli lokasyonlara yerlesmistir.

e Alternatif boncuk array’i, hedef sekansta kullanilandan farkl olarak iki veya daha
fazla boya ile herbiri spesifik bir prob olan mikroskobik polistren boncuklarin toplu

halidir

DNA mikroarray’leri, DNA’y1 taramak ic¢in (karsilastirmali genomik hibiridizasyonda
oldugu gibi-CGH) ya da proteinlere doniisen ya da doniismeyen RNA’y1 (cogu genellikle

reverse transkripsiyon sonrasi cDNA’lardir) taramak i¢in kullanilmaktadir. cDNA ile gen
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ekspresyonunun Olglilmesi siireci ekspresyon analizi ya da ekspresyon profili olarak

adlandirilmaktadir.

DNA/oligoniikleotid mikroarray’lerinin en sik goriilen kullanim alan1 gen ekpresyon
analizleridir. Bu teknikte, i1ki Ornekten izole edilen RNA’lar biiyilk sayida
cDNA/oligoniikleotidleri iceren cam mikroskop slide’1 iizerine hibritlenmeden once iki
farkli florokrom (genellikle yesil olan siyaniir 3-Cy3 ve kirmizi olan siyaniir 5-Cy5) ile
iasretlenmektedirler. Uyulmas1 gereken kosullarda gergeklestirilen hibridizasyon sonrasi,
mikroarray tarayicisinda iki florokrom belirli dalgaboylarinda uyarilir ve biyolojik
ornekteki transkript seviyeleriyle orantili olan floresans emisyon sinyalleri tarayici
tarafindan kaydedilir. Mikroarray verileri, ortak biyolojik fonksiyonlar: tasidig: diistiniilen,
benzer ekspresyon paterni gdsteren genlerin gruplandirilmasina olanak taniyan spesifik

yazilim programlari ile analiz edilemktedir.

Cizelge.2.5. Mikroarray teknolojileri ve uygulamalar1

Teknoloji/ Uygulama Aciklama

Gen ekspresyon profili Binlerce genin ekpresyon diizeyleri, belirli
tedavilerin, hastaliklarin ve gelisim
basamaklarimin gen ekspresyonu iizerine

etkisi incelenmektedir.

Karsilastirmali genomik hibridizasyon Farkli hiicre ve yakin ilgili organizmalarda

(CGH) genom i¢eriginin (delesyon ve duplikasyon
acisindan) degerlendirilmesini
saglamaktadir.

GenelD Cogu PZR ve mikroarray teknolojisini

birlestirmektedir. Besin ve yemlerdeki
GDO’larm, hastalik teshisinde hiicre

kiiltiirlerindeki mikoplazmalarin ya da
patojenlerin ID’lerinin saptanmasinda

kullanilan kii¢iik ¢capl array’lerdir.

Cip tizerinde kromatin Belirli proteine baglanan DNA sekanslari
immiinopresipitasyonu (ChIP) bu proteinin immiinopresipitasyonu ile izole

edilebilmektedir. Bu fragmentler daha sonra
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mikroarray (tiling array) iizerine
hibritlenmekte ve genom boyunca protein
baglanma bolgelerinin saptanmasi olanakli

hale gelmektedir.

DamID

ChIP’in analogudur. Ilgilenilen proteinin
baglandig1 genomik bolgelerin izolasyonu
ve baglanma bdlgelerinin saptanmasi i¢in
mikroarray’i problamada kullanilmaktadir.
ChIP’in aksine, DamIP’de antikor
gerekliligi yoktur. Ancak protein baglanma
bolgelerinde adenin metilasyonu
gerekmektedir. Bu sayede bu bolgeler segici

olarak amplifiye edilmektedir.

SNP taramasi

Populasyon icerisinde ya da populasyonlar
arasinda allellerdeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin saptanmasini
saglamaktadir. Genotipleme, adli tip
analizleri, hastaliga egilimin 6l¢iilmesi, ilac-
aday tanimlanmasi, bireylerde germline
mutasyonlarm olusumu, kanserlerdeki
somatik mutasyonlar, LOH, genetik baglant1

analizlerinde kullanilmaktadir.

Alternatif splicing taramasi

“Exon junction array” dizayni, bir genin
ongoriilen ekzonlarmin bilinen ya da
potensiyel splice bdlgelerine spesifik
problar kullanmaktadir. Tipik gen
ekspresyon array’i (gen bagina 1-3 prob) ve
tiling array (gen basma yiizlerce-binlerce
prob) arasinda bir yogunluk ya da sahaya
sahiptir. Bir genin alternatif splice
formlarin ekspresyonunun incelenmesinde
kullanilmaktadir. Ekzon array’leri farklh

dizayna sahiptir, bilinen ya da 6ngoriilen
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genler i¢in herbir ekzonu saptamak adina
diizenlenen problar1 kullanmakta ve farkl
splicing izoformlarini tespit etmede

kullanilabilmektedir.

Flizyon gen mikroarray’leri

Kanser drneklerinde oldugu gibi fiizyon
transkriptlerinin taranmasinda
kullanilmaktadir. Bu durumun temelindeki
prensip alternatif splicing mikroarray’lerine
dayanmaktadir. Oligo dizayn stratejisi
kimerik transkript baglatilarinin dlgiimleri
ile flizyon ¢iftlerinin ekzon yoniinde

Olciimlerinin bilesiminden olusmaktadir.

Tiling array

Genom tiling array’leri ilgilenilen genomik
bolgeyi (bezen tam bir kromozom kadar
biiytik bir bolge) yogun bir sekilde temsil
eden Ortlisen problardan olusmaktadir. Daha
once bilinmeyen ya da dngdriilemeyen
transkriptlerin ve alternatif splice
formalrmin ekspresyonlariin empirik

olarak saptanmasinda kullanilmaktadir.
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Cizelge.2.6. Mikroarray uygulamalar1 ve prob/ hedef tipleri

Prob Isaretlenmis Ornek Teknik Uygulama
(Hedef)
Genomik DNA Genomik DNA Karsilastirmali Gen kopya sayis1
(YAC, BAC) fragmentleri Genomik mutasyon caligmasi
Hibridizasyon
(CGH)
Genomik DNA mRNA(cDNA) Karsilastirmali Kromozomal
Eksprese Olmus lokasyona bagl
Sekans goreceli ekspresyon
Hibridizasyonu (ttim genler)
(CESH)
cDNA/uzun mRNA/cDNA Ekspresyon Profili Goreceli ekspresyon
oligo’lar (bilinen ya da
ongoriilen genler)
Kisa/uzun oligo’lar | Genomik DNA Genetik goriintiileme | Genotipleme
fragmentleri Polimortfizm
Proteinler Proteinler Protein array Protein aglari,
metabolizma...
Cizelge.2.7. Ticari mikroarray tipleri
Hibridize Olan Ornek Sayisi
Tek-kanal Dual-kanal
cDNA spot array’i cDNA Kiitiiphanesi -
(Stanford) S
Sy
=
Z
=
=
Affymetrix (25-mer) NimbleGen ;
NimbleGen (50-75-mer) Agilent g_
Agilent (60-mer) [llumina Sentezlenen =
[Tlumina (50-mer)
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2.4.1.5. Mikroarray’lerin Uretimi
Mikroarray’ler prob sayisina, maliyete, miisteri talebine ve sorulan bilimsel sorunun
tipine gore farkl yollarla iiretilebilmektedir. Array’ler, 10 probtan 2.1 milyon mikrometre-

Olcekli proba kadar olabilmektedir.

2.4.1.5.1.Yiizey Miihendisligi

Ilgili uygulamaya yonelik en iyi yiizey 6zelliklerini elde etmek icin DNA mikroarray
iretiminin ilk basamagi substrat yiizey miihendisligidir. En uygun ylizey o6zellikleri, ilgili
DNA hedefleri i¢in yiiksek sinyal/giiriiltii oran1 saglayanlardir. Genel olarak bu 6zellik,
ilgili hedef bdlgelerin spesifik olmayan baglanmalarini minimize ederken prob yiizey
yogunlugunu ve aktivitesini arttrmaktadir. Yiizey miithendisliginin metodlari; platform

materyaline, tasarima ve uygulamaya gore ¢esitlilik gostermektedir.

2.4.1.5.2.Noktah Ve Oligoniikleotid Array’ler

Mikroarray’ler; cam slaytlar iizerine kii¢iik punto-noktali igne ile baskilama, onceden
hazirlanmis kaliplar ile fotolitografi, dinamik mikroayna aygitlar1 kullanilarak fotolitografi,
ink-jet baskilama ya da mikroelektrod array’lerde elektrokimya gibi cesitli teknolojilerle
uretilebilmektedir.

Noktali mikroarray’lerde problar; mRNA’lara tekabul eden oligonukleotidler, cDNA ya
da PCR iiriinlerinin kiigiik fragmentleridir. Problar, array’ler iizerine yerlestirilmeden 6nce
sentezlenirler ve daha sonra cam lizerine “noktalanirlar”. Ortak yaklasim; DNA problari
iceren kuyucuklara daldirilan ve daha sonra her bir prob array yiizeyindeki tasarlanmig
yerlere yerlestiren, robotik bir kol tarafindan kontrol edilen kiigiik punto igne array’lerini
kullanmaktadir. Problarin olusturdugu “hat” hazirlanan problarin niikleik asit profillerini
gostermekte ve deneysel ya da klinik orneklerinden tiiretilen tamamlayict cDNA ya da
cRNA hedeflerini almaya hazir hale gelmektedir. Bu teknik, diinyanin her yerinde
arastirmacilar tarafindan kendi laboratuvarlarinda “in-house” baskili mikroarray’lerin
dretimi i¢cin kullanilmaktadir.  Bu array’ler her bir deney i¢in kolaylikla tasarlanabilir,
clinkii arastirmacilar array’ler iizerindeki problar1 ve baskilama yerlerini segebilirler ve
problar1 kendi laboratuarlarinda sentezleyebilirler ve array’leri lekeleyebilirler.
Hibridizasyon icin lekelenmis Orneklerini meydana getirebilirler, Ornekleri array’ler
iizerine hibritleyebilirler ve son olarak da array’leri kendi cihazlariyla tarayabilirler. Bu

durum, her calisma icin tasarlanabilen diisiik maliyetli array’ler saglar ve arastirmacinin
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ilgilenmedigi muazzam sayidaki genleri tasiyan pahali ticari array’lerin alis maliyetlerini
onler. Literatiirde, kiiclik boyut ve baskilama veriminin az olmasmndan dolay: in-house
noktali mikroarray’in ticari oligoniikleotid array’ler ile ayni seviyede hassasiyete sahip
olmadigmi gosteren bir¢ok yaym bulunmaktadir.

Oligoniikleotid mikroarray’lerinde problar, bilinen ya da umulan agik okuma
cerceveleri sekanslariyla eslesmek icin tasarlanmis kisa sekanslardir. Siklikla
oligoniikleotid  problarm  “noktali”  mikroarray’lerde  kullanilmasina  ragmen,
“oligoniikleotid array” ¢ogunlikla spesifik bir liretim teknigini tanimlar. Oligoniikleotid
array’ler, kisa oligoniikleotid sekanslarin yiizey iizerine baskilanmasiyla iiretilmektedir.
Bu sekanslar bir geni ya da gen ailesini temsil etmektedir ve intakt sekansin yilizeye
yerlestirilmesi yerine direkt olarak yiizeye sentezlenmektedir. Sekanslar, arzu edilen amaca
gore uzun (Agilent tasariminda 60-mer problar1) ya da kisa (Affymetrix tarafindan tiretilen
25-er problar1) olabilir: uzun problar hedef gene spesifik olurken, kisa problar array
boyunca yiiksek yogunlukta noktalanirlar ve tretilmeleri daha ucuzdur. Oligoniikleotid
array’lerin liretiminde kullanilan bir teknik de; 151k ve 1518a duyarli maskeleme ajanlarinin
sekans olusturmada kullanildig: silika substrat iizerine fotolitografik sentezdir. Her bir
uygulanabilir prob, array’i tek niikleotid iceren soliisyonda yikamadan once segici olarak
“maskesiz”’dir. Daha sonra maskeleme reaksiyonlar1 gerceklesirken, diger prob seti farkl
niikleotid maruziyetine kalmadan once yine maskesizdir. Bircok tekrardan sonra biitiin
problarin sekanslar1 olusturulmus olur. Siklikla, NimbleGen sisteminde kullanilan

Maskesiz Array Sentezi, genis prob sayisi ve esneklik saglar.
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Sekil.2.3. Ink-jet baskilama ydntemi ile oligo sentezinin genel mekanizmasi. A: Aktif
mikroarray yiizeyi iizerine niikleotidlerin birikerek ilk tabakayr olusturmasi. B:
Niikleotidlerin slide lizerine basilmasi ile multiple tabakalar meydana gelmesi ve oligolarin
uzamasl. C, D: Zincire yeni bir bazin eklenmesi.

(www. chem.agilent.com/SiteCollectionlmages/SurePrint ABCD.jpg)

2.4.2. Array Tabanh Karsilastirmalh Genomik Hibridizasyon (aCGH) Teknolojisi

Genetik materyalin net kaybi1 ya da kazanimi seklinde meydana gelen dengesiz
kromozomal anormallik sonucu insanlar iizerinde bir¢cok genetik bozukluk olugmaktadir.
Klasik olarak, sitogenetik¢iler bu tiir anormallikleri bireylerin kromozomlarindan karyotip
elde ederek ve bu karyotiplerdeki bant paternlerini analiz ederek saptamaktadirlar. Ayrica,
1970’lerdeki gelismelerden bu yana, bant paterninin sitogenetik analizi ¢esitli konjenital
anomalisi olan bireylerin klinik degerlendirilmesinde kullanilan primer tekniklerden biri
olarak karsimiza ¢ikmaktadrr. Ideal kosullar altinda, yaklasik 5 megabaz (Mb)
biiytikligiindeki bozukluklar bant analizi ile saptanabilmektedir ki bu tiir kromozomal
diizenlenmeler “mikroskobik” olarak adlandirilmaktadir.

Giemsa ile boyal1 metafaz kromozomlarinin sitogenetik analizi, dengeli ve dengesiz
yapisal ve sayisal kromozom anomalilerini saptayabilmektedir. Ancak ince kromozom
diizenlenmelerini (< 4 Mb)nin saptanmasi i¢in yeterince hassas degildir. Floresans in situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi ise, tani ¢Oziiniirliiglinii arttrmis ve bu zamana kadar
kromozomal dengesizlik ve diizenlenmelerin saptanmasinda kullanilan bir yontem
olmustur. FISH analizinde, floresans isaretli DNA problar1 interfaz hiicrelerine ya da

metafaz kromozomlarma spesifik genomik segmentlerin varligini, yerini ve sayisi
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belirlemek amaciyla hibiridize edilmektedir. Ancak, FISH analizi zaman alic1 ve 1ilgili
kromozomal bolge hakkinda aday kromozomal bélgeler (6rnegin; subtelomerik bolgeler)
ve ifade olmus bdlgeler (6rnegin; mikrodelesyon sendromu) agisindan 6n bilgi gerektiren
hedefli bir metoddur. FISH analizi, beklenmedik dengesizliklerin genom diizeyinde
taranmasmi1 saglamamakta ve yalnizca klinisyen tarafindan fenotipin  klinik
degerlendirmesi sonucu sorulan sorunun cevabini verebilmektedir.

Metafaz CGH’1 baslangigta tiimor sitogenetiginde kullanilan bir ara¢ olarak

gelistirilmistir. Bu teknikte, hasta ve referans genomik DNA’lar1 farkli renkte isaretlenerek
birlikte bir cam slide iizerindeki normal metafazlara hibridize edilmektedir. Farkli
hibridizasyon sinyalleri ile tiim genom boyunca yaklasik 3-10 Mb c¢oziiniirliigiindeki
kromozomal diizenlenmeler bu teknik kullanilarak saptanabilmektedir.
Metafaz CGH, tanida kullanish bir yontem gibi goriinmesine ragmen, tan1 konulmamais
gelisim geriligi ve konjenital anomali vakalarinin yaklasik %10’unu acikliga kavusturmus,
metafaz kromozomlarmin diisiik ¢coziiniirliigii ve teknik deneyim bu teknolojinin uygulama
yaygmhigimni sinirlamistir.

Klasik CGH ile ilgili baz1 limitasyonlarin iistesinden gelmek i¢in arastirmacilar, CGH
prensibini mikroarraylerin kullanimi ile birlestirmislerdir (Schena ve ark., 1995).

Metafaz kromozomlarmin yerini, robotik olarak cam mikroskop slide’1 lizerine metal igne
ya da cam kapiller ile sabitlenen hedef DNA’larm almasi ¢éziiniirligii belirgin bir bigimde
arttirmis ve analiz prosediiriinii kolaylastrmastir.

Artik arastrmacilar, kromozomal dengesizlikleri tiim genomda hizli bir tarama
yapmak amaciyla array CGH (aCGH) yontemini kullanmaktadirlar.

Molekiiler Karyotipleme olarak da bilinen Array Tabanli Karsilastirmali Genomik
Hibridizasyon (array based Comperative Genomic Hybridization, aCGH), yiiksek
coziiniirlik, segmental genomik kopya sayisi varyasyonlarmin (CNV) genom diizeyinde
taranmasi icin gelistirilen bir tekniktir. aCGH, ylizlerce farkli genomik lokusun DNA
kopya sayis1 kayb1 ve kazanimi agisindan kapsamli bir sekilde sorgulanmasma olanak
tanimaktadir.

aCGH teknolojisi ilk olarak 1997 yilinda Solinas-Toldo ve ark. Tarafindan hedef
dizinin cam matriks iizerine immobilize edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Konvansiyonel CGH
in tizerine kurulmus gibi goriinse de duyarlilik alan1 agisindan ¢ok daha ileri bir yontemdir.
Bu alandaki gelismeleri, 1999 yilinda Pollack ve ark. tarafindan array platformu iizerine
cDNA dizisinin immobilize edilmesi ve DNA’daki kopya sayisindaki degismeleri genom

diizeyinde ortaya ¢ikarmak izlemistir. Boylece, farkli renklerdeki florokrom boyalarin
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kullanilmas1 ile DNA kopya sayisindaki degisimlere bagl olarak ortaya ¢ikan kromozom
anomalileri, genom boyunca gilivenilir bir sekilde tespit edilebilecek ve

siniflandirilabilecektir.

aCGH metodunda, metafaz kromozomlarmi kullanmak yerine, analizde hedef olarak
kullanilan kii¢iik DNA segmentleri ile dizilenmis slide’lar kullanilmaktadir (Lucito ve ark.,
2003). Bu mikroarrayler, cam slide gibi kat1 bir destek iizerine kiiciik DNA segmentlerinin
(prob olarak bilinirler) diizenli bir sekilde yerlestirilmesiyle tasarlanmaktadir. Problar,
ilgili bolgeyi temsil eden oligontikleotidler (25-85 baz c¢ifti)den yapay bakteri kromozomu
(Bacterial Artificial Chromosomes; BAC) gibi genomik klonlara kadar degisen boyutlarda
mevcutturlar. aCGH klasik CGH’e gore, problarin metafaz kromozomlarindan daha kiigiik
olmasindan dolay1 daha yiiksek ¢Oziiniirliige sahiptir. Coziiniirlik seviyesi, problarin

biiytikliigline ve DNA problar1 arasindaki genomik uzakliga bagh olarak belirlenir.

Son birkag yi1lda aCGH’in gelisimi ve klinik uygulamalar1 bir¢ok genetik hastaligin
molekiiler temelinin aydinlatilmasmi ve tani ¢alismalarmi oldukca kolaylastirmistir. ilk
olarak kanserdeki genomik denegesizliklerin arastirilmasinda kullanilmak {izere arastirma
teknigi olarak gelistirildikten sonra, aCGH rutinde kullanilan gerekli bir teknik haline

gelmis ve bir¢ok laboratuvarda da sitogenetik metodlari yerini almaya baglamistir.

Cizelge.2.8. Array CGH, FISH ve Karyotip analizinin teknolojik agidan karsilastirilmasi

Parametre Array-CGH FISH Karyotip analizi
Coziiniirlik” ++ ++ +

Analitik hassasiyet® + 4+ +

Hiicre boliinmesi Gerekli degil Gerekli degil Gerekli

Dengeli anomalilerin saptanmasi |- + +

Coklu klonlar1 belirleme - + +

Bilinmeyen anomalilerin + - +

saptanmasi

* Art1 ve Eksi isaretlerinin her bir metod i¢gin goreceli dereceleri belirtmektedir.
b Saptanabilir en kii¢clik anomali

¢ Anomaliyi saptamada gerekli olan minimum anormal hiicre yiizdesi (Maciejewski ve

Mutfti, 2008)
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2.4.3. aCGH Metodolojisi

Cy-5 isaretli Test DNA Cy-3 isaretliReferans DNA
! !

- -5 - — —
!

Veri Analizi

Sekil 2.4. Array tabanli karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH) metodolojisi
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aCGH’de, test 6rnegi (kan, cilt, amniyosentez O6rnekleri gibi) ve referans 6rneginden
elde edilen esit miktarlardaki isaretli genomik DNA’lar, birlikte DNA hedefleri igceren
array’ler lizerine hibridize edilmektedir. Bazi laboratuvarlar havuzlandirilmis erkek ve disi
kontrol DNA’lar1 kullanirken, bazi laboratuvarlar da bireysel erkek ve disi kontrol
DNA’lar1 kullanmaktadirlar. Farkli laboratuvarlarda ayni-cinsiyet ya da karsit-cinsiyet
kontroller de kullanilmaktadir. Hasta ve kontrollere ait genomik DNA’lar Cyanine 3 (Cy3)
ve Cyanine 5 (Cy5) ile farkli isaretlenmektedirler. Tekrarli sekanslarin hibridizasyonlari
ise Cot-1 DNA ile bloke edilmektedir. Slide’lar mikroarray tarayicilar1 kullanilarak
goriintli dosyalar1 olarak taranmaktadirlar. Nokta yogunluklar1 olciilmekte ve gOriintii
dosyalar1 Feature Extraction yazilim programlariyla nicel olarak degerlendirilmekte ve
niceliksel analiz programindan ¢ikan text dosyalar1 kopya sayisi analizleri i¢in yazilim
programlarina yiiklenmektedir. Floresans yogunluk oranlari, referans ve hasta genomik
DNA’larindaki DNA sekanslarinin kopya sayist ile orantili ¢ikmaktadir. Bir prob
iizerindeki floresans boya yogunluklar1 esit oluyorsa hasta DNA’s1 ile referans DNA’nin
esit kantiteye sahip olduklari; eger degisen bir Cy3:Cy5 orami var ise hasta DNA’sinin
spesifik bir bolgesinde kayip ya da kazani varoldugu sonucu ¢ikarilmaktadir. Bu genomik
dengesizlikler metafaz veya interfaz FISH analizleri, long-range ve kantitatif PZR
metodlari, 6zellestirilmis multipleks ligasyon prob amplifikasyonu (MLPA) deneyleri ve
yiiksek ¢oziintirliiklii diger aCGH platformlar: gibi diger sitogenetik ve molekiiler metodlar

ile valide edilebilmektedir.

Problar (hedefler); yapay bakteri kromozomlar1 (BAC’lar), ya da P1 (PAC) klonlar:
(75-200 kb boyutlarinda) formlarinda insan genomik DNA pargalar1 olabildigi gibi, kozmit
(30-40 kb boyutlarinda) ve fozmit (40-50 kb boyutlarinda) veya oligoniikleotid (25-85
mer) gibi daha kiiclik insort klonlar1 olabilmektedir. Farkli aCGH platformalarmin
genomik ¢Oziiniirliigii, DNA problarinin aralik ve uzunluklari ile belirlenmektedir. Birgok
klinik olarak eleverisli aCGH paltformu; andploidi, tanimli mikrodelesyon veya
mikroduplikasyon sendromlar1 ve subtelomerik veya diger dengesiz kromozomal
diizenlenmeleri saptamak i¢in tasarlanmis “targeted mikroarrayler’dir. Ayrica hedeflerin 1
klon/Mb ya da 1klon/100 kb gibi olacak sekilde esit araliklarla genomu 6rttiigii tam-genom
aCGH platformlar1 da mevcuttur. Ticari tam-genom oligoniikleotid arraylerinde 1
prob/6kb’den 1 prob/70 kb’ye kadar olanlar1 mevcuttur. Bazi klinik agidan elverisli
aCGH’ler BAC’lar1 taklit eden veya rastgele genomik sekanslar1 hedef alan
oligoniikleotidlerden olusmustur. Ortalama BAC boyutundan daha kiiciik degisimleri
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degerlendirebilen “Focused” ya da tam-genom oligoniikleotid arrayleri kullanmanin

avantaji, yliksek c¢oziiniirliik ve gelistirilmis dinamik araliktir (sinyal/giiriiltii orani).

Test Orneginden (kan hiicreleri, cilt hiicreleri, fetal hiicreler gibi) DNA izole
edilmektedir. Kontrol (referans) 6rnegi DNA’s1 farkl bir floresans boya ile boyanirken
test DNA’s1 spesifik baska bir renkteki floresans boya ile boyanmaktadir. Test ve referans
genomik DNA’lar1 birlestirilerek mikroarrayler iizerine uygulanmaktadir. DNA’lar
denatiire edildikten sonra tek zincirli olduklarindan dolayi, slide lizerine yayildiklarinda
dizilenmis tek zincirli problar ile hibridize olmaktadir. Daha sonra, dijital goriintiileme
sistemleri yardimiyla slide’n bir resmi ¢ekilmekte ve her bir hedefe hibridize olan isaretli
DNA problarmin goreceli floresans siddetleri 6lgiilmektedir. Test ve referans hibridizasyon
sinyallerinin floresans orani, genom boyunca farkli pozisyonlarda tanimlanir ve normal
genoma gore test genomimda meydana gelen kopya sayisi1 degisimleri hakkinda goreceli
bilgi vermektedir. Insan genomunun son sekanslanmasi ve genetik materyalin kati bir
ylizeyde robotik olarak taranmasinda kullanilan  yiiksek verimlilikteki methodlarin
gelisimi benzeri goriilmemis bir diizeyde submikroskobik kromozomal delesyon ve
duplikasyonlar tespitini kolaylastirmaktadir (DeRisi ve ark., 1996; Schena ve ark., 1995;
Shaffer ve ark., 2007).

2.4.4. aCGH Teknolojisinin Avantaj ve Dezavantajlan

aCGH teknolojisinin primer avantaji, array iizerindeki temsili lokuslarda andploidi,
delesyon, duplikasyon ve/veya amplifikasyonlar1 ayn1 anda tarayabilmesidir. Bu teknigin
kullanilmasiyla gerceklestirilen bir deney binlerce FISH analizine esdegerdedir, ayni
zamanda emek ve masraftan da tasarruf edilmektedir. Bunun yam sira, aCGH’in idiopatik
mental retardasyon ve ¢esitli dogum hasarlar1 olan bireylerde submikroskobik kromozomal
anomalilerin saptanmasinda kullanilan gii¢lii bir ara¢ oldugu kanitlanmistir. Birgok genis
Olgekli ¢aligma, aCGH’in mental retardasyon /gelisim geriligi olan bireylerde kromozomal
anomalileri 10%—-20% oraninda saptadigini géstermislerdir. Bu anomalilerin yalnizca 3%—
5% kadar1 diger yontemlerle saptanabilmistir (Shaffer ve ark., 2007).
aCGH’in temel dezavantaji, dengeli diizenlenmeleri saptayamamasidir. Kopya sayisi
varyasyonlar1 (Copy Number Variation; CNV) ise aCGH’in siiphe uyandiran kismidir.
CNV’ler fenotipik olarak normal bireylerde bulunmustur ve genel populasyonda yiiksek
frekansta goriilebilirler. CNV’ler ¢ogunlukla kalitsaldir ve genomun 6nemli bir kismini

teskil edebilirler. Tahmin ettigimizden ¢ok daha fazla CNV oldugu ve CNV’lerin ¢cok daha
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sik goriildiigli diistiniilmektedir. CNV’lerin nasil genetik varyabiliteye neden oldugu da

heniiz kesinlik kazanmig degildir.
2.4.5. aCGH ILE Spesifik Kromozomal Bélgelerin Cahsilmasi

aCGH multiple anomalilerin ayn1 anda saptanmasini saglayip klasik sitogenetik
metodlarina gore daha yiikksek ¢Oziiniirlik sundugundan dolayr arastirmacilar
kromozomlarm belirli bdlgelerindeki diizenlenmelere odaklanmislardir. Son yillarda,

aCGH subtelomerik ve perisentromerik diizenlenmelerde oldukga kullanisl olmaktadir.

Subtelomerik diizenlenmeler {lizerine yapilan ¢aligmalar, aCGH’in insan genomunun
kompleksliligi hakkinda beklenmedik oranda bilgi sunmustur. 13, 14, 15, 21, 22.
kromozomlarm kisa kollar1 ve subtelomerik bdlgeler ¢alismalarm biiylik bir kismini
olusturmaktadir, ciinkii bu bolgeler gen bakimindan oldukca zengindir (Saccone ve ark.,
1992) ve bir¢ok mekanizma tarafindan yeniden diizenlenmeye meyildir (Ballif ve ark.,
2003, 2004). Bunun yan1 sira, subtelomerik bolgelerdeki yeniden diizenlenmeler idiopatik

mental retarde bireylerde yiiksek oranda anomali gostermektedir.

aCGH, her kromozomda tekrarli sentromerik bolgelere dogrudan komsu olan
perisentromerik bolgelerin yeniden diizenlenmelerini de saptamaya olanak tanimaktadir.
Perisentromerik bolegeler instabiliteye meyillidiler, dolayisiyla Williams, DiGeorge ve
Prader-Willi sendromlarma neden olanlar1 gibi bircok mikrodelesyon bu bdlgelerde
gerceklesmektedir. Yiiksek derecede tekrarl dizi igerdiklerinden ve klasik G-bantlama ile
tanimlanmalar1 degiskenlik gosterdiginden bu bolgelerin  kromozom analizi ile
degerlendirilmeleri olduk¢a zordur. Dizayn edilen yeni mikroarrayler sayesinde

perisentromerik bolgelerdeki kopya sayist degisimleri saptanabilmektedir.
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3. GEREC-YONTEM

3.1. Yontem

Calismada, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik laboratuvarina
rutin tan1 amacli genetik inceleme i¢in Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Cocuk
Norolojisi Poliklinigi tarafindan sevkedilen, 2-6 yasindakilerin Stanford- Binet, 6 yas
iizerindekilerin WISC-R testleriyle mental retardasyon tanis/Ontanis1 almis ya da mental
retardasyon klinik bulgusu olan 0-18 yas arasi hastalar arasindan, cinsiyet farki ve
sendromik ya da non-sendromik olusu gozetmeksizin 52 hasta yer aldi. Herbir hastadan
mor kapaklt EDTA’li hemogram tiipline yaklasik 2 cc. periferik kan alindi ve kan
materyalinin 400 uL kadar1 aCGH ¢alismas1 i¢cin genomik DNA izolasyonunda kullanildi.
DNA izolasyonu srrasinda DNeasy Blood&Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany)
kullanildi. DNA kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kantitesi ise spektrofotometre
(NanoDrop ND-1000; NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) kullanilarak tayin edildi.
Array tabanli karsilastrmali genomik hibridizasyon (CGH array) platformu olarak
CytoSure (Oxford Gene Technology, Oxford, UK) kullanildi. Yeterli kalite ve kantiteye
sahip hasta DNA’s1 ve referans DNA (Human Genomic DNA: Male/Female; Promega
Corporation, Madison, USA) CytoSure protokoliine uygun olarak isaretlendi (isaretlenme
verimi:1,50-3.00). Isaretlenen hasta DNA’s1 ile referans DNA birlestirildi ve protokole
uygun olarak CytoSure Syndrome Plus ISCA Design (v2) Microarray 4x44K (Oxford
Gene Technology, Oxford, UK) formatindaki mikrog¢ipler ile hibridizasyon firininda
(Agilent Microarray Oven; Agilent Technologies, Palo Alto, CA) 65°C’de 24 saat boyunca
hibridizasyona birakildi. Hibridizasyon siiresi sonunda CytoSure protokoliine uygun
olarak yikanan mikrog¢ipler, Agilent Mikroarray tarayici (Agilent Microarray Scanner;
Agilent Technologies, Palo Alto, CA) ile tarandi. Goriintii yogunlugu verileri kaydedildi ve
metin dosyalar1 i¢ine transfer edildi (Feature Extraction (FE) software A.4.0.45; Agilent
Technologies, Palo Alto, CA). Veriler, Agilent Feature Extraction yazilim programimdan
topland1 ve CytoSure Analysis Software v.3.0.6 yazilimi (Oxford Gene Technology,
Oxford, UK) kullanilarak normalize edildi. Normalize veriler, CGH array i¢in nokta
degisim tanimlama teknigi olarak gelistirilen CBS (Circular Binary Segmentation) ile
analiz edildi. Analiz esnasinda minimum delesyon ve duplikasyon esik degeri olarak log

2’de 0,3 kullanildi. Analiz sonras1 elde edilen goriintii ve gen listesi kaydedildi.
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Calismanin etik agidan uygunlugu, Kocaeli Universitesi Etik Kurulu tarafindan

degerlendirildi ve onaylandi. Caligmaya alinan her hastanin aileleri aydinlatilmis onam

formunu imzalamis ve ¢alismada yer almay1 kabul etmistir.

3.1.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Kullanilan Malzemeler:

QIGEN DNeasy Blood&Tissue Kit (50) Cat No:69504

QIAGEN Proteinase K Cat No: 19133-10 mL

MERCK Ethanol Absolute GR for analysis, 2.5 L Cat No: 1.009.832.500
% 80’lik etanol

AppliChem Water (Molecular biology grade), 500 mL CAS-No:7732-18-5
1,5 mL’lik Eppendorf tiip

1,5 mL’lik eppendorf tiipe 40 ul Proteinase K, 400 uL kan ve 400 uL Buffer AL
pipetlendi ve vorteks ile homojen bir karigim elde edildi.

Karisim, 56°C 1sitic1 blokta 10 dak. inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasida karisima 400 uL absolute alkol eklendi ve vorteks ile homojen
bir karisim elde edildi.

Karisimin tiimii DNeasy Mini Spin kolonuna eklendi ve 8000 g’de 1 dak. santrifiij
edildi. ( Kolon karigimin tamamini almadig takdirde islem 2 kez tekrarlandi.)

Kolonun dibinde toplanan sivi atildi. Filtre yeni bir 2 mL’lik collection tiipe konuldu.
Filtreye 500 uL uL % 80’lik etanol eklendi ve 8000 g’de 1 dak. santrifiij edildi.
Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi ve filtre yeni bir 2 mL’lik collection tiipe konuldu.
Filtreye 500 uL AW1 eklendi ve 8000 g’de 1 dak. santrifiij edildi.

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

. Filtreye 500 uL % 80’lik etanol eklendi ve14 000 g’de 1 dak. santrifiij edildi.
. Toplanan siv1 atild1. Tiip bos haliyle 20 000 g’de 3 dak. santrifiij edildi.

. Filtre 1,5 mL’lik eppendorf tiipii i¢ine yerlestirildi ve 100 uL nuclease icermeyen su

eklendi.

. Oda sicakliginda 1 dak. inkiibe edildi ve 10 000 g’de 1 dak. santrifiij edildi.

Filtre atild1, eppendorf tiip icerisinde toplanan DNA -20°C’de muhafaza edildi.
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3.1.2. DNA’lann Kantite ve Kalite Tayini
DNA’nin kantitesi NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)
cihazinda DNA-50 opsiyonu kullanilarak yapildi. DNA’larm 260/280 oranlarinin 1,8-2,0

arasi; 260/230 oranlarinim ise 2,0 ve tizeri olmasina dikkat edildi.

Sekil.3.1. NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)

DNA’larin kalite tayinleri agaroz jel elektroforez yontemi ile yapildi. Bu amagla % 1’lik
agaroz jel hazirlamak i¢in 0.5 g agaroz tartilarak 50 ml 1xTBE (Tris, Borik Asit, EDTA)
icerisinde kaynatilarak ¢oziildii. Katilagmayacak kadar sogutulan agaroz c¢ozeltisi tarak
ihtiva eden jel tablasina dokiilerek jelin polimerlesmesi beklendi. Jel katilagtiktan sonra,
tarak cikarilarak icerisinde 1xTBE tamponu bulunan elektroforez tanki igerisine
yerlestirildi. Jelin ilk kuyusuna DN A markir yiiklendi. Jel elektroforez tanki gii¢ kaynagina
bagland1 ve jel 1 saat siire ile 100 Volt akim uygulanarak yiiriitiildi. DNA’larin, intakt

olmasina dikkat edildi.

3.1.3. aCGH Metodu
Gerekli Malzemeler
e Kreatech aCGG ULS Labelling kit
Cy3-ULS
Cy5-ULS
Labelling buffer
KreaBlock
Kreapure Columns
o Agilent Hybridisation Kit
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10X CGH blocking buffer

2XHybridization Buffer

e Syndrome Plus ISCA Design (v2) 4X44K array
e 4X44K Gasket slides

e Agilent CGH Wash Buffer 1

e Agilent CGH Wash Buffer 2

e Human Cotl Img/uL (Invitrogen)

e Referans DNA-Male (250 ng/ul) Promega

e Referans DNA-Female (250 ng/ul) Promega
e 500 ng hasta DNA’s1

e 0,2 mL’lik PZR tiipii

e 1,5 mL’lik Eppendorf tiipleri

3.1.3.1 DNA’nin isaretlenmesi
0,2 mL’lik PZR tiiplerine DNA’lar asagidaki tablodaki miktarlara gore pipetlendi.

Materyal Hasta Referans
DNA 500 ng=x uL 2uL
Nukleaz icermeyen su 8-x uL 6 uL
Toplam Hacim 8 uL 8 ulL

1. DNA PZR cihazinda 95°C’de 10 dak. boyunca 1s1 ile fragmente (Heat Fragmentation)
edildi.
2. Fragmentasyon siiresi sonunda 3 dak. buzda inkiibe edildi.

3. Ayri bir tiipte Master mix hazirland.

Materyal Reaksiyon bagina (Cy5) Reaksiyon Bagina (Cy3)
Nukleaz icermeyen su 0,5 ulL 0,5 uLL
ULS-Cy3 - 0,5 uLL
ULS-Cy5 0,5 uL -
10X Labelling solution 1 ulL 1 ulL

4. Master Mix’ten 2’ser uL DNA’lara eklendi.
5. Tipler PZR cihazinda 85°C’de 30 dak. boyunca ULS’e gore isaretlendi.
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6.
7.
8.

Siire sonunda 3 dak. boyunca buzda inkiibe edildi.
16000 x g’de 1 dak. santrifiij edildi.

Her bir tiipe 10 uL niikleaz icermeyen su eklendi.

3.1.3.1.1. DNA’NIN Piirifikasyonu

1.
2.
3.

Her bir tiipe 1,5 mL’lik Eppendorf tiip hazirlandi.
Kreapure kolonlar1, kapaklari tizerinde vortekslendi.
Kapag1 % oraninda ¢evirilerek 2 mL’lik collection tiiplerine yerlestirildi ve 16000 x
g’de 1 dak. santrifiij edildi.
Collection tiiplerinde toplanan siv1 atildi ve her bir kolona 300 uL niikleaz igermeyen
su pipetlendi.
16000 x g’de 1 dak. santrifiij edildi.+
Her bir kolon 1,5 mL’lik Eppendorf tiiplerine yerlestirildi ve kolonlarin tam ortasina
isaretlenen DNA’lar pipetlendi.
Kapak %4 oraninda kapatildi ve 16000 x g’de 1 dak. santrifiij edildi.
Kolonlar atild1 ve NanoDrop ND-1000 cihazinda, DNA-50 opsiyonunda, 2 uL isaretli
DNA ile kantite dlgtimleri yapilir.
NanoDrop’ta pmol/ul. ve ng/uLL oranlar1 dikkate alindi. Bu oranlar yardimiyla DOL
(Degree Of Labelling) degeri hesaplanda.
DOL= 340 x pmol/uLL

ng/ul x 10
DOL %]1-2,5 araliginda olmalidir.

3.1.3.1.2. Orneklerin Kurutulmasi

1.

Her bir hasta DNA’s1 ile Referans DNA’s1 ayni tiipte birlestirildi (toplam hacim
yaklagik olarak 37 uL olur).

Tiipte sadece isaretli DNA’ya ait pellet kalacak sekilde Speedvac cihazinda 45°C’de,
30 dak. boyunca yiiksek vakumda santrifiij edildi.

Stire sonunda isaretli DNA’lara 22 uL niikleaz icermeyen su eklendi.

3.1.3.2 Hibridizasyon

1.

Hibridizasyon mix’1 hazirland1.
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Materyal Hibridizasyon 1

Isaretli DNA 22 ul
Cotl 5uL
Agilent 100X Blocking Agent* 1 uL

Agilent 2X Hybridisation Buffer (HIRPM) | 55 uL

*100X Blocking Agent’in Hazirlanisi: Agilent hibridizasyon kitinden ¢ikan tiipe 135 uL

niikleaz igermeyen su eklendi, vortekslendi ve 1 sa. boyunca oda sicakliginda inkiibe

edildi. Karisim -20°C’de muhafaza edildi.

2.
3
4.
5

. Hibridizasyon chamber i¢ine gasket slide yerlestirildi ve hastalara 6zgii array alanlarina

>

Her bir tiip PZR cihazinda 94°C’de 3 dak. boyunca denatiirasyona birakild1.
Siire sonunda 37°C’de 30 dak. inkiibasyona birakild1.
Her bir tiipe 27 uL KreaBlock eklendi.

tiiplerden 100 uL pipetlendi.

Hangi hasta hangi alana pipetlendiyse slide diizenine gore kayit edildi.

Syndrome Plus ISCA Design (v2) 4X44K slide Agilent tarafi alta, barkod kismu tiste
bakacak sekilde gasket slide iizerine yerlestirildi.

Sekil.3.2. Syndrome Plus ISCA Design (v2) 4X44K slide
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Sekil 3.3. Syndrome Plus ISCA Design (v2) slide ve gasket slide

Sekil 3.4. Gasket slide’in Hibridizasyon chamber iizerine yerlestirilmesi
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8. Onceden 1sitilmis Hibridizasyon Firmi icerisinde 65°C’de, 20 rpm’de, en az 24 sa.

boyunca hibridizasyona birakildi.

3.1.3.3 Yikama
1. 3 adet 500 mL’lik cam yikama kabi ¢ikarildi.

Sekil 3.5. Agilent Hibridizasyon Firin1

2. Wash Buffer 2’nin konulacagi kap 37°C’deki etiivde yikama islemine kadar bekletildi.

3. Yikama agamasi agagidaki kosullarda gergeklestirildi.

Cam Buffer Kosul Islem
Kap No
1 Wash Buffer I | Oda sicakligi Gasket slide ile Syndrome Plus ISCA
Design (v2) slide’t pens yardimiyla
birbirinden ayrildi
Oda sicakligi
2 Wash Buffer 1 | 5 dak Syndrome Plus ISCA Design (v2)
Manyetik karistirict ile slide yikand1
37°C
3 Wash Buffer 2 | 1 dak Syndrome Plus ISCA Design (v2)
Manyetik karistirict ile slide yikand1
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Sekil.3.6. Syndrome Plus ISCA Design (v2) 4X44K slide’in yikanmasi

4. Yikama islemi sonunda yiiksek basingli O2 gaziyla slide’lar kurutuldu ve hemen

tarama igslemine gegildi.

3.1.3.4 Tarama

1. Slide’lar Agilent kisimlari liste gelecek sekilde tarayici kasetlerine yerlestirildi.

Sekil.3.7. Syndrome Plus ISCA Design (v2) 4X44K slide’in tarayici kasetlerine

yerlestirilmesi
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2. Tarayic1 karuselinde “Home” pozisyonu haricindeki numarali her yere slide’lar

yerlestirilebilir.

Sekil.3.8. Slide tastyan kasetlerin tarayiciya yerlestirilmesi

3. Agilent tarayici yazilim programi, masaiistiindeki “Agilent Scan Control” ikonu

yardimiyla acildi.

4. Tarama islemi asagidaki ayarlara gore yapildi.

Slide

Slide’lar karusel tizerinde ka¢ numarali

pozisyonlarda yerlestirilmisse isaretlendi

Tarama alani (Scan Region)

61 x21.6 mm

Channels (Kanallar) Red&Green

Resolution (Rezoliisyon) 5um

TIFF 16 bit

PMT %100

XDR Isaretlenmeyecek

Browse Tarayicidan ¢ikan goriintliiniin  kayit yeri

secildi
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5. Ayarlama iglemi bitince “Scan Slot” ikonuna basilir ve tarama islemi baglatild1.

Sekil.3.9. Agilent Mikroarray Tarayicis1 G2505B Modeli

3.1.4. Veri Analizi

Agilent Mikroarray tarayicismin ¢iktisi, TIF uzantili bir dosyadir. Bu dosya, Feature
Extraction yazilim program ile ekstrakte edildiginde txt, xml, pdf gibi uzantis1 olan ve
slide hakkinda c¢esitli bilgiler iceren dosyalar olusturuldu. Bu dosyalardan pdf uzantili
olanlar, kalite kontrol (QC-Quality Control) dosyalari olup hibiridizasyonun kalitesi
hakkinda ¢esitli parametreler sunmaktaydi. En dogru sonuglarin elde edilmesi agisindan
QC dosyalarindaki parametreler kontrol edildi. Veri analizini olumsuz yonde
etkileyebilecek en dnemli parametre DLRS (Deriverative Log Ratio Spread)’tir. Bu deger

iki prob arasindaki giiriiltiiniin log orani cinsinden hesabidir. Bu degerin 0,2’den kiigiik ya
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da 0,2-0,3 araliginda olmasi gerekmektedir. 0,3’ten biiylik olan degerler yikama
asamasinda problem olduguna ve verinin analiz edilemeyecek kadar giiriiltiilii olduguna
isaret etmektedir. Deneylerimizde DLRS degerlerinin 0,3’iin altinda bulundugu

gozlenmistir.

Kalite bakimindan kontrol edilen hasta 6rneklerine ait, txt uzantili dosyalar Cytosure
Analysis yazilim programma (3.0.6 versiyonu) girildi ve veriler normalize edildi.
Normalize veriler, CGH array i¢in nokta degisim tanimlama teknigi olarak gelistirilen CBS
(Circular Binary Segmentation) ile analiz edildi. Analiz esnasinda minimum delesyon ve
duplikasyon esik degeri olarak log 2°de 0,3 kullanildi. Analiz sonras: elde edilen goriintii

ve gen listesi kaydedildi.
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4. BULGULAR

Calismada, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik laboratuvarina
Mart 2009- Ocak 2010 tarihleri arasinda rutin tan1 amacli genetik inceleme i¢in Kocaeli
Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Norolojisi Poliklinigi tarafindan sevkedilen, 2-
6 yasindakilerin Stanford- Binet, 6 yas iizerindekilerin WISC-R testleriyle mental
retardasyon tanisi/Ontanist almis ya da mental retardasyon klinik bulgusu olan 0-18 yas
aras1 hastalar arasindan, cinsiyet farki ve sendromik ya da non-sendromik olusu
gozetmeksizin 52 hasta yer aldi. 52 hastanin 25’1 (% 48.1) disi, 27°s1 (% 51.9) erkek
bireylerden olusmaktaydi. Hastalarin yas ortalamasi 8.0 olarak saptandi. Hastalardan
8’inde (% 15.4) hafif mental retardasyon, 2’sinde (% 3.8) agir mental retardasyon goriildii.
Orta mental retardasyon higbir hastada goriilmedi. 42 (% 80.8) hastaya ait mental
retardasyon seviyesi hakkinda herhangi bir bilgi bulunmamaktaydi. Hastalarin 34’tinde (%
65.4) fasiyal dismorfik bulgu mevcut iken 18’inde (% 34.6) herhangi bir dismorfik bulgu
goriilmedi. Dismorfik bulgular1 bilinen hastalar arasindaki bulgularin hasta bazindaki
dagilimi Cizelge. 4.1’de gosterilmektedir. Hastalar arasinda akraba evliligine iligkin
dagilim Cizelge.4.2’de gosterilmektedir. 10 hastada non-sendromik mental retardasyon, 28
hastada mental retardasyona eslik eden dismortfik bulgular, 8 hastada mental retardasyon
ve epilepsi, 6 hastada ise mental retardasyon, epilepsi ve dismorfik bulgular

bulunmaktaydi.
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Cizelge.4.1. Dismorfik bulgularin hastalar tizerindeki dagilimi

Dismorfik Bulgu Hasta Sayis1 ve % Oram

Epikantus 3 (% 13)
Mikrosefali 3 (% 13)
Tubuler Burun 8 (% 34.8)
Basik Burun Kokii 2 (% 8.7)
Simian Cizgisi 1(%4.3)
Hafif Yukar1 Cekik Palpebral Fissurler 1(%4.3)
Kiiciik Kulaklar 1(%4.3)
Hafif Prognati 1(%4.3)
Asag1 Cekik Palpebral Fissurler 3(%13)
Biiyiik Kulaklar 1(%4.3)
Bozuk Dis Yapisi 3(%13)
Yiiksek Damak 4 (% 17.4)
Prognati 3 (% 13)
Badem Seklinde G6z Yapisi 1 (%4.3)
Sol Kulak Kepcesinde Pit 1(%4.3)
Belirgin Alin 1(%4.3)
Cekik Gozler 1(%4.3)
Sol Gozde Kayma 1 (%4.3)
Uzun Filtrum 1(%4.3)
Diiz Filtrum 2 (% 8.7)
Klinodaktili 2 (% 8.7)
Retrognati 4 (% 17.4)
Bitemporal Basiklik 1 (%4.3)
Hipertelorizm 1(%4.3)
Yukar1 Cekik Palpebral Fissurler 3 (% 13)
Kisa Filtrum 2 (% 8.7)
Bulb6z Burun 1(%4.3)
5. Parmak Klinodaktili 1(%4.3)
Hidrosefali 1(%4.3)
Dextrokardi 1 (%4.3)
Situs Inversus Totalis 1 (% 4.3)
Derin Yerlesimli Gozler 1(%4.3)
Yana Cekik Palpebral Fissurler 1(%4.3)
Happy Puppet 1(%4.3)
Ince-Uzun Parmaklar 2 (% 8.7)
Yiiksek-Dar Damak 2 (% 8.7)
Hipotelorizm 1 (%4.3)
Fallot Tetralojisi 1(%4.3)
Displastik Ala Nasiller 1(%4.3)
Kiiciik Agiz 1(%2.9)
Uzun Yiiz 1(%2.9)
Dar Alin Yapisi 1(%2.9)
Mikrognati 1(%2.9)
Asag1 Cekik Fissurler 1(%2.9)
Bilateral Epikantus 1(%2.9)
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Cizelge.4.1. Dismorfik bulgularin hastalar tizerindeki dagilimi (DEVAM)

Dismorfik Bulgu Hasta Sayisi ve % Oram
Sirtta Tliylenme 1(%2.9)
Ala Nasilleri Ge¢en Burun Ucu 1(%2.9)

Cizelge.4.2. Cizelge. 52 mental retarde bireye ait 6zellikler

Ozellik Deger *
Cinsiyet Disi 25 (% 48.1)
Erkek 27 (% 51.9)
Mental Retardasyon Seviyesi | Hafif 8 (% 15.4)
Orta -
Agir 2 (% 3.8)
Bilinmiyor 42 (% 80.8)
Akraba Evliligi Var 12 (% 23.1)
Yok 23 (% 44.2)
Bilinmiyor 17 (% 32.7)
Fasiyal Dismorfik Bulgular Bulgu Var 34 (% 65.4)
Bulgu Yok 18 (% 34.6)

* Aksi belirtilmedigi siirece hasta sayisini ve % dagilimini belirtmektedir.

Yapilan aCGH caligmalar1 sonucunda; 38 (% 73) hastada genomun ¢esitli bolgelerinde
cesitli boyutlarda aberasyonlar saptanmstir. 14 (% 27) hastada ise herhangi bir aberasyona
rastlanmamistir. Non-sendromik mental retarde hastalarm 7’sinde (% 70) (Cizelge. 4.3),
mental retardasyona eslik eden dismorfik bulgular1 olan hastalarin 22’sinde (% 78.6)
(Cizelge.4.4), mental retarde ve epilepsi hastalarmin 7’sinde (% 87.5) (Cizelge.4.5) ve
mental retardasyona eslik eden epilepsili ve dismorfizmli hastalarin 2’sinde (% 33.3)
(Cizelge.4.6) genomun cesitli yerlerinde farkli boyutlarda aberasyonlara rastlanmistir. En
sik goriilen aberasyon hemen hemen her hastada farkli boyutlar sergileyen 16pl1.2
bolgesindeki delesyon olmustur (toplam 52 hasta arasindan 15 kiside goriilmiistiir).
Aberasyonlarin hasta bazindaki dagilimlari, kromozom lokasyonlari, baslangic ve bitis
noktalar1 ile Mb seviyesindeki biiyiikliikleri, aberasyon icerisindeki 6nemli OMIM genleri
(mevcut ise) ve aberasyonun tekabul ettigi sendrom bolgeleri (mevcut ise) Cizelge.4.6’da
gosterilmektedir. Dismorfik bulgular1 bilinen hastalar arasindaki aberasyonlarin dagilimi

ise Cizelge.4.7’de verilmektedir.
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76£clge.4.7: Dismorfik bu]gul:irlt;ﬁmen 'HarértalardzraéG'l-'[ ﬁrewsaptz-ir-m-h 'aberasy;nrlé'r'm )

dagilimi
—— O " Saptanan -
Hasta Dismorfik Bulgular Aberasyonlar
Aberasyon
1 Epikantus,mikrosefali saptanmad!
Aberasyon
2 | Epikantus saptanmadi
Aberasyon
3 | Tubuler burun saptanmadi
del(16)(p11.2),
4 | Basik burun kékii, simian gizgisi del(X)(g21.1)
Hafif yukar cekik palpebral fissurler, tubuler burun, Aberasyon
S | kiigiik kulaklar, hafif prognati saptanmadi
Asagi cekik palpebral fissurler, bityiik kulaklar, bozuk
6 | dis yapsy, yiiksek damak del(8)(p23.1)
Prognati, badem seklinde gz yapisi, sol kulak
7 | kepgesinde pit del(X)(g27.1)
Belirgin alin, ¢ekik gézler, sol gdzde kayma, uzun
8 | filtrum del(16)(p11.2-pl1.1)
Agsag gekik palpebral fissurler, diiz filtrum, yliksek del(7}(q21.3),
9 damak, klinodaktili, retrognati, bitemporal basiklik del(16)(p11.2)
Asapi cekik palpebral fissurler, diiz filtrum, yiiksek dup(14)(q21.3),
10 | damak, klinodaktili del(16)(p11.2)
dup(X)(q27.3),
11 | Hipertelorizm, bozuk dis yapisi, basik burun kdki del(16)(pl11.2)
Prognati, bozuk dis yapisi, yukar: gekik palpebral Aberasyon
12 | fissur, kisa filtrum, bulbéz burun, 5. parmak klinodaktili saptanmadi
Aberasyon
13 | Hidrosefali saptanmadi
14 | Mikrosefali dup(X)(p22.31)
15 | Retrognati del(17)(p11.2)
Yiiksek damak, tubuler burun, dextrokardji, situs del(16)(p13.3),
16 |inversus totalis del(X)(q27.1)
17 | Tubuler burun, mikrosefali del(16)(p11.2)
Prognati, derin yerlesimli gézler, yana ¢ekik palpebral
18 | fissurler, happy puppet del(16)(p11.2)
19 | Tubuler burun del(16)pl1.2)
del(16)(p11.2-pl1.1),
del(21)(q22.3),
20 | Tubuler burun, ince-uzun parmaklar, retrognati del(X)(g27.1)
ince-uzun parmaklar, retrognati, tubuler burun, ytksek- del(5)(p14.3),
dar damak, hipotelorizm, yukari gekik palpebral del(7)(q11.23),
21 | fissurler del(16)(p11.2)
Fallot tetralojisi, yukari gekik palpebral fissurler,
tubuler burun, displastik ala nasiller, kiigiik agiz, Aberasyon
22 | yiiksek-dar damak, uzun yiz saptanmadi
Dar alin yapisi, mikrognati, asagi ¢ekik fissurler,
bilateral epikantus, sirtta tiiylenme, kisa filtrum, ala
23 | nasilleri gegen burun ucu dup(X)(q22.2

20




Toplam 52 mental retarde birey arasindan 2’sinde Smith-Magenis sendromu bdlgesine
tekabiil eden 17p11.2 delesyonu (Sekil.4.1), 1’inde diGeorge/VCF sendrom bdlgesine
tekabiill eden 22ql11.21 delesyonu (Sekil.4.2.), 1’inde Mowat Wilson?/ Hirschsprung
Disease Plus bolgesine tekabiil eden 2q22.3 duplikasyonu (Sekil.4.3), 3’linde ise X’e bagh
mental retardasyon bolgesine tekabiil eden Xq27.1 delesyonu (Sekil.4.4) saptanmustir.
Mental retardasyona eslik eden dismorfik bulgular1 bulunan 4 yasindaki erkek cocukta
multiple aberasyonlar saptanmustir: 5q13.3-q14.1 bdlgesinde 2.617 Mb boyutunda
delesyon, 5ql4.3-q15 bolgesinde 1.611 Mb boyutunda delesyon, 5q15 bdlgesinde 1.769
Mb boyutunda delesyon (Sekil.4.5.) ve 9p23-p22.3 bolgesinde 2.153 Mb boyutlarinda
delesyon varligr (Sekil.4.6) saptanmistir. Bu bolgelerin hi¢biri herhangi bir sendrom

bolgesi icerisinde yer almiyordu.
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Sekil 4.1. Smith-Magenis sendromuna neden olan 17p11.2 delesyonu
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Sekil 4.2. diGeorge/VCF sendromuna neden olan 22q11.21 delesyonu
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Sekil 4.3. Mowat Wilson?/ Hirschsprung Disease Plus’a neden olan 2q22.3 duplikasyonu
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Sekil 4.4. X’e bagli mental retardasyona neden olan Xq27.1 delesyonu
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Sekil 4.5. 5q13.3-q14.1, 5q14.3-q15 ve 5ql15 bolgelerinde delesyonlar
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Sekil 4.6. 9p23-p22.3 bolgesinde delesyon
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5. TARTISMA

Mental retardasyon ve/veya multipl konjenital anomali goriilen hastalarin Array
Tabanli Karsilastrmali Genomik Hibridizasyon (aCGH) ile calisilmas: ¢ok sayida yeni
mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlarin tanimlanmasini saglamistur.

Array CGH, konvansiyonel sitogenetik (karyotip) analizi ve floresans in situ
hibridizasyon (FISH) na tamamlayic1 olan nispeten yeni bir tekniktir. Karyotip analizi ve
aCGH, belirli kromozomal boélgeleri problandirmanm sinirli oldugu FISH’e gore,
bilinmeyen anomalilerin taranmasi i¢in daha uygundur. Ozellikle aCGH taramast,
karyotiplemenin basarisiz oldugu durumlarda (6rnegin hiicre kiiltiiriinde yetersiz lireme var
yada hi¢ tlireme yoksa) daha kullanish oldugu savunulmaktadir. Ayrica aCGH’in
coziiniirligi, dengesiz genomik anomalileri saptamada konvansiyonel karyotiplemeye gore
daha biiyiiktir. Buna ragmen, aCGH ile translokasyon ve inversiyonlar
saptanamamaktadir. Tant ve prognostik agidan belirgin dengeli anomalilerin
saptanmasinda konvansiyonel karyotipleme ve FISH kullanilmaktadir. Hem FISH hem
aCGH ile, karyotiplemenin goremedigi gizli genomik degisiklikler saptanabilmektedir
(Schwaenen ve ark., 2004; Kuchinskaya ve ark., 2008).

Bir¢cok genis Olcekli calisma, aCGH’in mental retardasyon /gelisim geriligi olan
bireylerde kromozomal anomalileri 10%—-20% oraninda saptadigini gostermislerdir. Bu
anomalilerin yalnizca 3%-5% kadar1 diger yontemlerle saptanabilmistir. Ornegin; bir
calismada aCGH ile analiz edilen 8,789 vakanm 1,049 (11.9%)’u klinik ile ilgili
kromozomal anomaliye sahip oldugu bulunmustur (Shaffer ve ark., 2007).
8p distal bolgesinde goriilen delesyonlar konjenital kalp rahatsizliklariyla iliskili oldugu
saptanmistir. Bu bolge 1ile iliskisi oldugu disiiniilen diger major klinik bulgular
mikrosefali, intrauterin gelisim geriligi, mental retardasyon ve karakteristik hiperaktivite
ile inpulsif davranislardir (Devriendt K ve ark., 1999). Ontanisy/ klinik bulgusu mental
retardasyon olan 52 hasta iizerinde gerceklestirdig§imiz aCGH analizleri sonucunda 2
hastada 8p23.1 bolgesinde delesyon saptanmistir. Bu hastalardan birinde mental
retardasyona eslik eden yliksek damak, asagi ¢ekik palpebral fissiirler, biiyiik kulaklar ve
bozuk dis yapis1 gibi dismortik bulgular eslik etmekteydi. Saptadigimiz 8p23.1 delesyonu,
bu bolgenin ve bu bolgede yer alan mental retardasyon olusumunda rol oynayan genlerin
ileri molekiiler teknikler ile tanimlanmasinda bir baslangi¢ noktasi sayilabilir.

15 hastada 16p11.2 bolgesinde cesitli biiylikliiklerde (0.907- 2.903 Mb) delesyon
saptanmistir. Ancak bu bolge varyatif bir bolge oldugundan patojenik ya da benign olup

olmadiginin belirlenmesi i¢cin aileye yonelik ek bir aCGH calismasi gerektirmektedir.
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16p11.2 bolgesindeki kopya sayisi varyasyonunun (CNV) otizm hastalarmin %1’ inde
goriildigi bildirilmis, ¢esitli aCGH platformlar1 kullanilarak mental retardasyon / multipl
konjenital anomalili 4284 hastada yapilan analizlerde de otizmli hastalardakine benzer
sekilde 16p11.2 bolgesinde delesyon saptanmistir (Bijlsma EK ve ark, 2009). Bu bulgular,
16p11.2 delesyonlarinda bir veya birden fazla genin kaybinin ¢esitli klinik sonuglar
dogurdugu distintilmektedir. 16p11.2 delesyonunun neden oldugu fenotipik spektrum,
mental retardasyon ve/veya multipl konjenital anomali, otizm, 6grenme ve konugsma

problemlerinden normal fenotipe kadar uzanmaktadir.

Madelung deformitesi olan bir anne ve kisa boy ve hafif-orta iskelet anomalisine sahip
iki oglunda gergeklestirilen bir calismada SHOX ve ARSE genlerini de kapsayan Xp22.33
bolgesinde delesyon saptanmistir. Kiiciik cocukta 6grenme giicliigli ve dikkat eksikligi ve
hiperaktivite bozuklugu; biiyiik ¢ocukta ise hafif mental retardasyon ile dikkat eksikligi ve
hiperaktivite bozuklugunun mevcut oldugu bildirilmektedir (Boycott KM ve ark., 2003).
Bu durum, Xp22.33 bolgesinde 6grenme ve dikkat gelisiminde rol oynayan bir ya da

birden fazla genin oldugunu diisiindiirmektedir.

Mental retardasyon, Xp22.33 duplikasyonu igerisinde bulunan SHOX geni
duplikasyonunun daha 6nce primer amenore ve uzun boyu olan disi bir bireyde saptanmis
(Ogata T ve ark., 2000), son yapilan bir ¢calismada erkek bir bireyde goriilen SHOX geni
duplikasyonunun kisa boya sebep oldugu bildirilmistir (Tughetti L ve ark., 2010).

Mental retardasyona eslik eden dismorfik bulgular: bulunan 2 hastada RAI1 (Retinoic
Acid-Induced gene 1) genini iceren 17pl11.2 delesyonu saptanmis ve daha 6nce yapilan
aCGH calismalarinda (Rosenberg ve ark., 2006) bu delesyonun Smith-Magenis Sendromu
ile iligkili oldugu gosterilmis ve Smith-Magenis Sendromu’nda goriilen klinik bulgularin
hastalarimizda goriilen klinik bulgularla ortiistiigii belirlenmistir.

Dismorfik bulgular1 ve mental retardasyonu olan 1 hastada GP1BB, SNAP29, RTN4R,
COMT, TBX1, DGCR2, PRODH genlerinin yer aldig1 22q11.21 delesyonu saptanmistir.
Bu delesyonun tanimlandigi aCGH calismalar1 bulunmaktadir (de Vries BBA ve ark,
2005). Bu delesyonun iyi bilinen ve klinik olarak taninabilen bir sendrom olan
DiGeorge/VCF’de rol oynadigi bilinmektedir.

Dismorfik bulgular, mental retardasyon ve epilepsi goriilen 8 yasindaki bir erkek
hastada Xq28 bdlgesinde 0,663 Mb boyutunda duplikasyon ve Xp22.33 bolgesinde XG,
CSF2RA, SHOX genlerini kapsayan 2,596 Mb boyutunda bir duplikasyon varligi
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saptanmistir. Rosenberg C ve ark. da yaptiklar1 bir calismada mental retardasyon ve cesitli
dismorfik bulgular1 olan bir erkek hastada Xq28 bolgesinde 1.3 Mb’lik bir duplikasyona
rastlamiglardir (Rosenberg C ve ark., 2006). Literatiirde Xp22.33 duplikasyonuna ait
aCGH calismast bulunmamaktadir. Bu lokusta yer alan genlerin fonksiyonlarinin ve
fenotipe olan etkilerinin arastirilmasi Onerilmektedir. Mental retardasyona eslik eden
dismorfizm ve epilepsi fenotipine neden olan yeni bir mikroduplikasyon olabilecegi
diisiiniilebilir. Ayn1 bdlge mental retardasyon ve epilepsisi olan 11 yasindaki bir bagka
erkek hastada da 0,329 Mb boyutlarinda goriilmiistiir, Fakat bu bdlgede herhangi bir gen
yer almamaktadir. Bu aberasyonun de novo olup olmadigi aileye yonelik aCGH c¢aligsmasi
ile aciklanabilecektir. Herhangi bir dismorfik bulgunun eslik etmedigi mental retardasyon
olan 14 yasindaki disi bireyde Xp22.33 bolgesinde XG genini iceren 0,095 Mb’lik
delesyon varligi saptanmistir. Literatiirde 0,095 Mb boyutunda Xp22.33 delesyonu
bulunmamaktadir. Gen bazinda ileri caligmalar ve CNV arastirmasi yapilmasi
disiiniilmelidir.

Agir mental retardasyona eslik eden epilepsisi olan 9 yasindaki disi bir bireyde
1p34.3-p34.2 bolgesinde COL9A2, PPT1, GIB4, KCNQ4, ZMPSTE24, GJB3, COL8A2
genlerini de iceren 6,591 Mb boyutunda bir duplikasyon varligi saptanmistir. De Vries
BBA ve ark.’nin yaptig1 bir calismada agir mental retardasyon, fasiyal dismorfizm, gelisim
geriligi, mikrosefali ve gecikmis beyin miyelinizasyonu olan hastada ayni lokusta 3.93 Mb
boyutunda delesyon varligmai tespit ettikleri bildirilmektedir (de Vries BBA ve ark., 2005).
Bizim calismamizda yer alan hastadaki klinik bulgularin yalnizca mental retardasyon ve
epilepsi ile kalmasi, herhangi bir fasiyal dismorfizm gézlenmemesi buldugumuz sonucun
delesyon degil duplikasyon olmasindan kaynaklandigini diistindiirebilir.

Mental retardasyona eslik eden dismorfik bulgular1 bulunanl4 yasindaki bir erkek
hastada 5p14.3 bolgesinde 1,03 Mb’lik delesyon, 7q11.23 bolgesinde 0,82 Mb’lik delesyon
ve 16pll1.2 bolgesinde 1.394 Mb boyutunda delesyon varligi saptanmistir. 7q11.23
bolgesinde meydana gelen delesyonlar, fasiyal 6zellikler ve supravalvular aortik stenoz
gibi diger medikal problemler oldugunda Williams — Beuren sendromunu
disiindiirmektedir (Shaffer LG ve ark., 2007). Ancak hastamizin klinik bulgularinda ince-
uzun parmaklar, retrognati, tubuler burun, yiiksek-dar damak, hipotelorizm, yukar1 ¢ekik
palpebral fissurler ve bunlara eslik eden hiperaktivite mevcut idi. Harhangi bir kardiyak
probleme dair bir kanit bulunmadigi gibi, buldugumuz delesyon bolgesi Williams — Beuren
sendrom bolgesi disinda kalmaktadir. Hastamizdaki bu delesyonun fenotipine nasil bir

etkide bulundugunu saptamak icin bu bélgede bulunan genlerin tek tek etki mekanizmalari
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iizerinde calisilmasi gerekmektedir. Lee JA ve ark. da konusma bozuklugu, gelisim
geriligi ve mental retarde bir hastada 7q11.23 lokusunda 1,6 Mb’lik bir duplikasyon
saptamislardir (Lee JA ve ark., 2006). 5p14.3 bolgesinde saptanan delesyon 3 adet
psodogeni kapsamaktadir (AC138951.2-2, AC138951.2-3, AC138951.2-1). Bu genlerin
delesyonu ile ilgili bir aCGH ¢aligmas literatiirde bulunmamaktadir. Bu delesyon ile ilgili
elde ettigimiz veri yeni bir mikrodelesyon olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica bu
bolgede meydana gelen delesyonun de novo olup olmadigmim arastirilmasi icin aileye
yonelik ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.

Dismorfizm ve motor- mental retarde 4 yasindaki bir erkek hastada multipl
aberasyonlar saptanmistir: 5q13.3-q14.1 bolgesinde 2,617 Mb’lik delesyon, 5q14.3-q15
bolgesinde 1,611 Mb’lik delesyon, 5q15 bdlgesinde 1,769 Mb’lik delesyon ve 9p23-p22.3
bolgesinde 2,153 Mb’lik delesyon varligi. Cardoso C ve ark. da yaptigi bir ¢alismada
epilepsi, mental retardasyon ve bilateral periventrikiiler heterotopi goriilen 3 hastada
5q14.3-q15 delesyonu saptamislardir (Cardoso C ve ark., 2009). Literatiirde 5q13.3-q14.1,
5ql5 ve 9p23.3-p22.3 bolgelerinde goriilen delesyonlara ait aCGH caligmalari
bulunmamaktadir. Bu veriler 1siginda bulgularimizin, yeni mikrodelesyonlara aday
bulgular olduklarmi sdyleyebiliriz. Ancak, bu delesyonlarin fenotip {izerine olan etkileri,
bu delesyon bolgeleri igerisinde yer alan genlerin fonksiyonlar1 iizerine ¢alismalar
yapilarak gosterilebilir.

Mental retardasyon, dismorfizm ve epilepsi goriilen 10 yasindaki erkek hastada SOXS8 ve
LMF1 genlerini iceren 16p13.3 bdlgesinde 0,181 Mb boyutunda delesyon ve Xq27.1
bolgesinde 0,083 Mb boyutunda delesyon varligi saptanmuistir. Literatiirde 16p13.3
bolgesinde 0,181 Mb kadar kiigiik bir delesyona ait aCGH calismasi1 bulunmamaktadir.
Fakat Pfeifer D ve ark.’nin FISH analizi yaptiklar1 bir ¢alismada alfa talasemi ve mental
retardasyon ile karakterize ATR-16 sendromlu hastada SOXS8 geninin delete oldugunu
saptamiglar ve SOX8 geninin ATR-16 hastalarinda goriilen mental retardasyona neden
olan aday bir gen oldugunu ortaya koymuslardir (Pfeifer D ve ark., 2000). Xq27.1
bolgesinde lokalize olan SOX3 geninin delesyonu, X’ bagli mental retardasyon ile
iligkilidir. Cesitli dismorfik bulgular ve mental retardasyonu olan ve Xq26.3-q27.3
bolgesinde bulunan FMR1 ve SOX3’iin delesyonu sonucu Frajil X sendromu meydana
gelen hastalarda yapilan ¢alismalar Frajil X sendromuna neden olan FMR1 gen delesyonu
yaninda SOX3 geninin de noral gelisimde rol oynayan aday bir gen oldugu ve
delesyonunun agir fenotiplere neden olabilecegi ortaya konulmustur (Wolff DJ ve ark.,

1997).
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Hafif mental retardasyona eslik eden hipertelorizm, bozuk dis yapisi, basik burun kokii
gibi Frajil X sendromu oldugunu diisiindiiren dismortfik bulgular tasiyan 7 yasindaki erkek
cocukta Xq27.3 bolgesinde bulunan, FMRI1 genini igeren 0,618 Mb boyutunda bir
duplikasyon varlig1 saptanmistir. Probst FJ ve ark.’nin obesite, hafif dismorfik bulgular1 ve
mental retardasyonu olan 6 yasindaki bir kiz cocugunda gerceklestirdikleri aCGH
deneyleri sonucunda Xq27.3-Xq28 bolgesinde delesyon saptamislar ve bu delesyon bolgesi
icerisinde FMR1, FMR2 ve IDS genlerinin bulundugunu vurgulamislardir (Probst FJ ve
ark., 2007). FMRI1 geninde meydana gelen bir mutasyon Frajil X sendromuna; FMR2
geninde meydana gelen bir mutasyon FRAXE sendromuna ve IDS geninde meydana gelen
bir mutasyon ise Hunter sendromuna neden olmaktadir. Frajil X sendromu X’e baglh zeka
geriliklerinin en sik goriildiigli sendromdur. Frajil X sendromu FMR1 geninde delesyon
meydana gelmesi sonucu olusur, ancak duplikasyonu nadir goriilmekle birlikte genlerde
fonksiyonel disomiye oOnciiliik etmekte ve erkek bireylerde cesitli mental retardasyon
vakalarma sebebiyet vermektedir. Xq27.3q28 bolgesinde, 6zellikle FMR1 genini kapsayan
bir duplikasyonun kisa boy, hipogonadizm ve fasiyal dismorfizm ile karakterize yeni bir
X’e bagli mental retardasyon sendromu bildirilmistir ve bu sendromun Frajil X sendromu
“karsit-tip” olarak sunulmasi dnerilmistir (Rio M ve ark., 2010). Bu veriler dogrultusunda
FMRI1 duplikasyonu ve neden oldugu fenotip ile hastamizda gézlenen fenotip birbiri ile

uyum saglamaktadir.

aCGH, smirh biiyiikliikteki kromozomal degisikliklerin belirlenmesinde, aday genlerin
tanimlanmasinda, malformasyonlar ve kortikal gelisim {izerine verilen genetik danismada
gliclii bir tan1 aract olmustur. Submikroskobik kromozomal delesyon ve duplikasyonlarin
taranmasinda ve mental retarde hastalarda terapotik segceneklere imkan taniyan ileri test

olanag1 sunmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismada, yapilan aCGH calismalar1 sonucunda; 38 (% 73) hastada genomun cesitli
bolgelerinde cesitli boyutlarda aberasyonlar saptanmistir. 14 (% 27) hastada ise herhangi
bir aberasyona rastlanmamistir. Non-sendromik mental retarde hastalarin 7’sinde (% 70),
mental retardasyona eslik eden dismorfik bulgulari olan hastalarin 22’sinde (% 78.6),
mental retardasyona eslik eden epilepsi hastalarmin 7’sinde (% 87.5) ve mental
retardasyona eslik eden epilepsili ve dismorfizmli hastalarin 2’sinde (% 33.3) genomun
cesitli yerlerinde farkli boyutlarda aberasyonlara rastlanmistir. En sik goriilen aberasyon
hemen hemen her hastada farkli boyutlar sergileyen 16pl11.2 bolgesindeki delesyon
olmustur (toplam 52 hasta arasindan 15 kiside goriilmiistiir).

Toplam 52 mental retarde birey arasindan 2’sinde Smith-Magenis sendromu bdlgesine
tekabiil eden 17p11.2 delesyonu, 1’inde diGeorge/VCF sendrom bdlgesine tekabiil eden
22ql11.21 delesyonu, 1’inde Mowat Wilson?/ Hirschsprung Disease Plus bolgesine tekabiil
eden 2q22.3 duplikasyonu, 3’iinde ise X’e bagli mental retardasyon bolgesine tekabiil eden
Xq27.1 delesyonu saptanmistir. Mental retardasyona eslik eden dismorfik bulgulari
bulunan 4 yasindaki erkek c¢ocukta multiple aberasyonlar saptanmistir: 5q13.3-q14.1
bolgesinde 2.617 Mb boyutunda delesyon, 5q14.3-q15 bdlgesinde 1.611 Mb boyutunda
delesyon, 5q15 bolgesinde 1.769 Mb boyutunda delesyon ve 9p23-p22.3 bolgesinde 2.153
Mb boyutlarinda delesyon varligi saptanmistir. Bu bolgelerin higbiri herhangi bir sendrom
bolgesi icerisinde yer almiyordu.

Verilerin verifikasyonu ve ayni bdlgelere ait, gen anlatim ve proteomiks calismalar1

hastaligin patogenez mekanizmasi agisindan 6nemli ipuglar1 saglayabilir.
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