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OZET

Mikroarray testi i¢cin yonlendirilen olgularin analiz sonug¢lan ve klinik

ozelliklerinin literatiir esliginde tartisilmasi

Dr. Duygu Gamze ARACI

Biligsel gerilik ve/veya konjenital anomaliler, toplumda nadir goriilmelerine ragmen genis
etiyolojik spektruma sahip bir hastalik grubunu olusturmaktadir. Yapisal kromozom
anomalileri, 6grenme giicliigii, dismorfik yiiz bulgulari, ¢esitli konjenital anomaliler ve
blylime-gelisme geriligi gibi klinik bulgulara yol agan 6nemli nedenler arasinda yer alir.
Bu anomalilerin ancak 5 Mb’dan biiyiik olanlar1 konvansiyonel sitogenetik yontemlerle
tespit edilebilmektedir. Mikroarray tetkiki, interstisyel bolgelerde bulunan kiguk
delesyon ve duplikasyonlarin saptanmasina olanak saglamaktadir. GUnimuzde array
tabanli yontemler (array CGH, SNP array vb.) kullanilarak bu hasta grubunun %215-

20’sine tan1 verilebilmektedir.

Bu c¢alismada, retrospektif olarak tek merkeze mikroarray testi icin yonlendirilen
toplamda 51 olgunun analiz sonuglar1 ve klinik 6zellikleri literatiir esliginde incelendi.

Veriler, [llumina Infinium Global Screening Array platformu kullanilarak elde edildi.

Analiz sonuglarina gore, hastalarin 6nemli bir kisminda “patojenik” ve “olasilikla
patojenik” kopya sayisi degisikligi tespit edildi. Bu degisikliklerin bazilar1 literatiirde daha
once bildirilmis olup, klinik bulgularla uyumlu genetik degisiklikler olarak
degerlendirildi. Bununla birlikte, baz1 yeni ve literatlirde yer almayan kopya sayisi

degisiklikleri de saptandi ve bu sayede literatiire katkida bulunuldu.

Elde edilen bulgular, SNP array testinin genetik hastaliklarm tanisinda ve yonetiminde
onemli bir arag oldugunu bir kez daha gostermistir. Calismamizda, her hastanin kirik
noktalarmimn neredeyse essiz olmasi nedeniyle, degisime ugrayan bdlgenin igerdigi

genlerin haployetmezlik/triplosensitivite agisindan degerlendirilmesinin ve bunun igin de
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ClinGen gibi gen/genomik bolge kirasyonu yapan c¢alisma  gruplarinin
yaygmlastirilmasmin 6nemi ortaya konmustur. Ayrica mikroarray tetkiki analizi
sirasinda, kopya sayist degisikliklerinin 6zelliklerinin (gen sayis1 ve igerigi, literatir

verileri ve aile dagilimi vb.) kanita dayali sekilde skorlanmasmin gerekliligi vurgulandi.

Sonug olarak, SNP array sonuglarinin klinik 6zelliklerle iliskilendirilmesi, hastaliklarin
daha 1yi anlasilmasma ve hastalara dogru genetik danigsmanlik verilmesine olanak
tanimaktadir. Gelecekte, kopya sayisi degisikliklerinin klinik 6nemini aydmlatmak
amaciyla daha genis capta kohort ve vaka kontrol calismalar1 ile kopya sayisi
degisikliklerinin kiirasyonuyla ilgilenen kiiresel ¢alisma gruplarinin artmasiyla SNP array

testinin klinik yararlarini1 daha net bir sekilde ortaya koyacagi inancindayiz.

Anahtar Kelimeler: Kopya sayis1 degisikligi, mikroarray analizi, SNP array, biligsel

gerilik
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SUMMARY

Analysing results and clinical features of cases referred for microarray testing in a

single center with literature review

Dr. Duygu Gamze ARACI

Cognitive impairment and/or congenital anomalies, despite being rare in the population,
represent a disease group with a broad etiological spectrum. Structural chromosomal
anomalies are among the significant causes that lead to clinical findings such as learning
difficulties, dysmorphic facial features, various congenital anomalies, growth and
developmental delays. Only anomalies larger than 5 Mb can be detected using
conventional cytogenetic methods. Microarray testing allows for the detection of small
deletions and duplications located in interstitial regions. Today, with the help of array-
based methods, (array CGH, SNP array, etc.), diagnoses can be made for 15-20% of this

patient group.

In this study, we retrospectively evaluated the analysis results and clinical features of a
total of 51 cases referred to a single center for microarray testing, with literature review.
SNP array data were obtained using the Ilumina Infinium Global Screening Array

platform.

According to the analysis results, a significant portion of the patients had pathogenic and
likely pathogenic copy number variations (CNVs). Some of these variations had been
previously reported in the literature and were assessed as genetic changes consistent with
clinical findings. In addition, some new and previously unreported CNVs were identified,

adding valuable information to the existing literature.

The findings reaffirm that SNP array testing is a crucial tool in the diagnosis and
management of genetic disorders. In our study, the unique breakpoints in each patient

emphasized the importance of evaluating the genes within the altered regions for
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haploinsufficiency/triplosensitivity. This also highlighted the necessity of expanding
working groups like ClinGen, which curate gene/genomic regions. Additionally, during
microarray testing analysis, the importance of evidence-based scoring of the
characteristics of CNVs (number and content of genes, literature data, family segregation

etc.) was underscored.

In conclusion, correlating SNP array results with clinical features facilitates a better
understanding of diseases and enables accurate genetic counseling for patients. We believe
that larger-scale cohort and case-control studies, along with an increase in global working
groups involved in the curation of CNVs, will more clearly demonstrate the clinical
benefits of SNP array testing in the future.

Keywords: Copy number variation, microarray analysis, SNP array, cognitive

impairment
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1. GIRiS

Insan Genom Projesi ile dizilenen insan genomunun yaklasik 3 milyar niikleotid
icerdigi saptanmistir (1). Genomda bulunan niikleotidler farkli boyutlarda varyasyonlar
gostermektedir. Bu varyasyonlar, insanlarin ¢esitli 6zelliklerde farkliliklar géstermesine
yol actig1 gibi, baz1 hastaliklara da sebep olabilmeleriyle bilinmektedir. Bu bolgeler, tek
niikleotid degisiklikleri (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), 2-50 baz aras1 delesyon
ve insersiyonlar (indel) ve 50 bazdan daha biiyiik degisiklikler (CNV, kopya sayisi
degisikligi, copy number variant) olarak siniflandirilabilir. CNV’ler 50 bp’den megabaz
seviyesine kadar degisen boyutlarda olabilir ve tek bir insan genomunda, referans insan
genomuna kiyasla %1,2'lik bir fark yaratabilir (2). CNV'ler, toplumda %]1'den fazla
siklikta gortldiigiinde kopya sayisi polimorfizmi (CNP, Copy Number Polymorphism)
olarak adlandirilir (3). Daha o6nceki yillarda 1 kb (kilobaz) ve {izeri degisiklikler CNV
olarak adlandirilirken son yillarda 50 baz ve iizeri degisiklikler CNV olarak
adlandirilmaktadir (2,4).

Herhangi iki insan genomu, CNV lokuslarinda meydana gelen kopya sayisi
degisiklikleri nedeniyle 50 ila 100 Mb (megabaz)'a kadar farklilik gosterebilir. Bir¢ok
CNV lokusu, birden birka¢ diizineye kadar farkli sayida gen icererek gen dozajini
degistirebilir. CNV'ler polimorfik olacak kadar sik goriildiigiinde, yaygin bir varyasyonu
temsil eder. Diger DNA polimorfizmlerinde de oldugu gibi, farkli CNV alellerinin saglik

iizerindeki etkileri ve hastaliklara duyarlilik konular1 yogun bir arastirma alanidir (5).

Kromozomal mikroarray analizi (CMA, chromosomal microarray), tim genomu
yiiksek rezoliisyonda inceleyerek bireylerdeki genetik CNV’leri tespit etmek igin
kullanilan bir genetik testtir. Konvansiyonel sitogenetik yontemlerle saptanabilen biiyiik
(5-10 Mb) dengesiz anomalilerin yanisira, 20-100 kb’a kadar olan submikroskopik
delesyon ve duplikasyonlar1 da belirleyebilen bir tekniktir (6).

Kromozomal mikroarray analizinin kullanim alanlar1 son yillarda genislemistir.
Konjenital anomaliler, biligsel gerilik, gelisimsel gecikmeler, bliylime anormallikleri veya

davranis problemleri olan pediatrik hastalarin degerlendirilmesinde yaygin olarak



kullanilmaktadir (6). Mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarini tespit ederek ve

tan1 oranlarini artirarak ¢cocukluk ¢agi nérolojik bozukluklarinin teshisine yardimei olur.

Molekiiler karyotipleme olarak da adlandirilan kromozomal mikroarray analizinin,
norogelisimsel bozukluklarin degerlendirilmesinde tani oranini artirdig1 iyi bilinmektedir.
Aciklanamayan gelisimsel gecikme, ¢oklu dogumsal anomaliler, biligsel yetersizlik ve
otistik spektrum bozukluklarinin (OSB) degerlendirilmesinde hizla birinci basamak
inceleme yontemi haline gelmis olup 6nemli bir tan1 verimi (yiizde 15-20) sunmaktadir
(7-9). Ayrica, son yillarda sizofreni ve hareket bozukluklar1 gibi farkli alanlarda da taniya
katkist halen incelenmektedir (10,11).

Ozetle kromozomal mikroarray testi, genetik materyaldeki kopya sayisi
degisikliklerini tespit ederek, nadir goriilen genetik hastaliklarin teshisinde biiylik bir
oneme sahiptir. Bu sayede hastalara dogru tani konulmasi, uygun tedavi se¢eneklerine

erisim saglanmasi ve dogru genetik danigsmanlik verilmesi miimkiin olmaktadir.

Arastirmamizda Akdeniz Universitesi Hastanesi Genetik Hastaliklar Degerlendirme
Merkezi’nde mikroarray analizi yapilmis olgularin demografik ve klinik 6zellikleri ile test
sonuglarmin literatiir esli§inde degerlendirilmesi planlanmistir. Calismamizda olgularin
gerek klinik gerekse genotipik Ozellikleri incelenerek elde edilecek verilerle literatiire

katk1 saglanabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BiLGIiLER

Insanlarin 46 kromozom tasidigmin ve 1950'lerin sonunda farkli andploidilerin
ozgil fenotipler ile iliskilendirildiginin kesfedilmesinin ardindan, kromozomal
karyotipleme, hizla zihinsel yetersizlik ve dogumsal anomalileri olan hastalarin etiyolojik
tantlarmin  aydmlatilmasinda kullanilan bir ara¢ haline gelmistir. Onceleri sadece
kromozom gruplarinin tespitine olanak saglayan boyama ydntemlerinin hassasiyet
derecesi, 1970’lerde kromozom bantlama tekniklerinin kullanimi1 sayesinde artmigtir. Bu
teknikler, kromozomlarin detayli sekilde tespitini saglamis ve belirli kromozomal
dengesizliklerle iligkili ¢ok sayida sendromun tanimlanmasma katkida bulunmustur.
Kromozomal karyotipleme, genis kromozomal anormalliklerin ve translokasyonlarin

genom genelinde tespit edilmesini saglasa da bazi sinirlamalara sahiptir:

e hiicre kiiltiirli, kromozom eldesi ve kromozom analizinin yapilmasi 4 ile 10 giin
arasida siirmektedir,

e Dbir karyotipin ¢6ziiniirliigii, (i) genomdaki konumuna, (i) kromozom kalitesine ve
(111) sitogenetik bilgi ve donanimia bagl olarak 5-10 Mb arasinda degismektedir,

¢ bu teknik, giemsa bantli karyotip analizi yapabilen kalifiye teknisyenler gerektirir

ve kiiciik laboratuvarlarda organizasyon zorluklarina yol agabilir (12).

Mikroskobik olmayan kromozomal dengesizliklerin tespiti, 1980’li yillarda floresan
in situ hibridizasyon (FISH) ile miimkiin hale gelmistir. FISH yontemi, isaretlenmis DNA
problarmin ¢ekirdek veya metafaz kromozomlarmma hibritlenmesi yoluyla kiigiik,
mikroskobik olmayan kromozomal dengesizlikleri belirlemektedir. FISH, bilinen
mikrodelesyon sendromlar1 ve kromozomal anormallikleri tanimlamak, dogrulamak ve
karakterize etmek i¢in rutin olarak kullanilir. Mikroskobik olmayan CNV'leri dogru bir
sekilde belirleme ve tek bir deneyde birden fazla hedefi sorgulama yetenegine sahiptir.
Bununla birlikte FISH yontemi, hedefe yonelik olup tiim genomu degil, belirli DNA
hedeflerini tarayabilmektedir (13).

Bu sorunu ¢ézmek ve tiim kromozomlarm eszamanl olarak degerlendirilmesini

saglamak i¢in SKY (Spectral Karyotyping), M-FISH (Multiplex-FISH) ve COBRA FISH



(Combined Binary Ratio Labeling) gibi ¢ok renkli FISH tabanli karyotipleme teknikleri

tasarlanmigtir (14).

1992 yilinda, genom ¢apinda kopya sayis1 anormalliklerinin tespitine olanak tantyan
bir bagka teknoloji tanitilmis ve karsilastrmali genomik hibridizasyon (CGH,
Comparative Genomic Hybridization) olarak adlandirilmisti. CGH'de test ve referans
genomik DNA, c¢esitli florokromlarla isaretlendikten sonra normal metafaz
kromozomlarma hibritlenir. Hibridizasyondan sonra, kromozomlar boyunca floresan
yogunluklar1 dl¢iilebilir. Bu yontem, yogunluk orani farkliliklarini belirleyerek genomik
dengesizlikleri bulmak i¢in kullanilir. Genel olarak, bu teknikler CNV’leri tespit etmede
geleneksel karyotiplemeye gore biraz daha yiiksek bir ¢oziiniirliige sahiptir (>3 Mb),

ancak tiim deneyler olduk¢a yogun ve zaman alicidir (12).

1995 yilinda Schena ve arkadaslari tarafindan tanitilan array CGH (aCGH,
mikroarray tabanl karsilastirmali genomik hibridizasyon) yonteminde (15), hibridizasyon
hedefi olarak metafaz kromozomlarini kullanmak yerine, yiizeyine oligoniikleotidler veya
DNA dizileri yerlestirilmis ve mikroarray adi verilen slaytlar kullanilmistir (16,17). Bu
teknoloji, genetik materyaldeki kopya sayis1 degisikliklerini tespit etmek i¢in dizi
hibridizasyonu metodunu kullanir. Cip iizerindeki hibridizasyon sinyali, floresan tarayici
kullanilarak bir yazilim programi ile islenir ve oligoniikleotid veya cDNA haritasi
hakkindaki bilgileri kullanir. Bu sayede genomdaki miktar1 artmig ve/veya azalmis gen
listesini olusturur. Her bir mikrogip iizerinde binlerce hedef bolge bulunur ve bu sayede
bliyiik miktarda genetik bilgi hizla taranabilir (18). Genetik alanindaki 6nemli teknolojik

gelismeler ve kesifler Tablo 1’de gosterilmistir.



Tablo 1: Genetik alaninda 6nemli teknolojik gelismeler ve kesifler.

Lee ve ark. (2010)’dan degistirilerek almmuigtir (19).

Y1l | Genetik Alaninda Yeni Teknolojiler ve kesifler

1959 | Trizomi 21, monozomi X ve 47, XXY

1961 | Parsiyel trizomi 21

1963 | Kalitilan ilk delesyon sendromu: Cri-du-chat (5p’)

1969 | Kromozom bantlama: subkromozomal anomalilerin tespiti

1978 | Southern blot yontemiyle a-globin gen duplikasyonunun tespiti

1980 Ik DNA polimorfizminin tespiti (degisken sayida sirali tekrar polimorfizmleri,
VNTR, variable number tandem repeat)

1980 | FISH tekniginin kriptik/ submikroskopik anomalilerin tespiti

1982 | insan kromozomlarma FISH yénteminin uygulanmasi

1985 | DNA parmak izi i¢in minisatellit problari
Distrofin geninin klonlanmasi, intragenik delesyonlar ve translokasyonlar dahil

1983 olmak iizere yapisal varyantlarinin belirlenmesi

1986 | Bitisik gen sendromlarinin saptanmasi (contiguous gene syndromes)

1991 Charcot-Marie-Tooth tip 1A ile ilgili saptanan 1.4 Mb duplikasyonun allelik
olmayan homolog rekombinasyon (NAHR) tarafindan olusturuldugu 6ne siiriildi.

1992 Karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) teknigi, tiimérlerdeki genomik kayip
ve kazanglarin saptanmasini miimkiin kildi.

1996 Subtelomerik bolgelerdeki varyantlarin klinik tespiti i¢in insan telomerine 6zgii
FISH problarinin tam seti olusturuldu.

1998 | Bakteriyel yapay kromozom klonlar1 kullanilarak Array CGH yontemi kullanild.

2001 | Insan Genom Projesi'nin ilk referans dizisi

2003 | Insan Genom Projesi 'tamamlands’.

2004 | Insan genom varyasyonunun biiyiik 6lgekte taninmasi

2006 | Insan genomu icin kopya sayisi varyasyon haritasi olusturuldu.

2007 | Bir bireyin ilk diploid sekans dizisi tamamlandi.




2.1. CNV TANIMI

Kopya sayisi degisikligi (CNV), genom dizilerinin tekrarlandigi ve bu tekrarlarin
sayisinin ayni tiiriin bireyleri arasinda degistigi bir molekiiler fenomeni tanimlamak igin
kullanilan genel bir terimdir. Ortaya ¢ikan CNV'lerin biyolojik rolleri, fizyolojik 6zellikler
iizerinde belirgin bir etkisi olmamasmdan, morfolojik varyasyona, degisen metabolik
durumlara, enfeksiyon hastaliklarina duyarliliga ve konak¢i-mikrobiyom etkilesimlerine
kadar genis bir yelpazede yer almaktadir. Ayrica, yaygin ve nadir goriilen genetik

bozukluklar/sendromlar tizerinde 6nemli etkileri bulunmaktadir (20).

2.2. CNV OLUSUM MEKANIZMALARI

Yapisal kromozomal yeniden  diizenlemeler, kromozom  yapisindaki
anormalliklerdir ve kromozomal ve genomik bozukluklara neden oldugu bilinmektedir.
Bu diizenlemeler, gen dozajinda anormallik, gende kirilma ve gen flizyonu gibi
mekanizmalar nedeniyle fenotipi etkileyebilir (21). Bu yeniden diizenlemelerin ¢cogu, ¢ift
sarmal kirig1 (DSB, double strand break) sonrasinda gergeklesen rekombinasyon veya
onarim mekanizmalarindan ya da replikasyon catali kirilmasi veya duraksamasi
sonrasinda gerceklesen replikasyon mekanizmalarindan kaynaklanir. Cift sarmal kiriklari,
iki komplementer DNA ipliginin fosfodiester omurgasimin bozulmasi ile iki veya tek uglu
olabilir. Patolojik DSB’ler oksidatif metabolizmadan kaynaklanan reaktif oksijen tiirleri,
iyonize radyasyon ve DNA lizerinde fiziksel veya mekanik stres olustugunda meydana
gelebilir (22). Belirli genomik yapisal 6zellikler, genom kararsizligina yol agabilir ve bu
durum, bazi bolgelerinin yeniden diizenlenmesine yatkinlik olusturabilir. Tekrarlayan
yeniden diizenlemeler benzer kirilma noktalari, boyutlar ve genomik bolge icerebilir ve
bu o6zellikler, farkli bireyler arasinda benzerlik gosterebilir. Tekrarlanmayan yeniden
diizenlemeler ise benzersizdir ve nadir durumlar haricinde farkli her bireyin kendi kirilma
noktasi, boyutu ve genomik igerigi vardir (21). Tekrarlayan ve tekrarlanmayan yeniden

diizenlemeler Sekil 1°de gosterilmistir.



Sekil 1: Tekrarlayan ve tekrarlanmayan yeniden diizenlemeler.

A Iki Diisiik Kopya Tekrar1 (LCR) igeren bir genomik bdlgenin temsili. B Tekrarlayan yeniden
diizenlemeler, Diisiikk Kopya Tekrari bolgelerinde kiimelenmis benzer kirilma noktalar1 gosterir. C
Tekrarlanmayan yeniden diizenlemeler, gesitli kirilma noktalar1 ve boyutlar gosterir. Her gri ¢ubuk, farkli
bireylerdeki delesyon, duplikasyon veya inversiyon alanlarini temsil eder. Burssed ve ark (2022)’ dan
degistirilerek alinmistir (21).

Cogu tekrarlayan yeniden diizenleme, Diisiik Kopya Tekrarlar1 (LCR’ler, low copy
repeats) arasinda gerceklesen ve bu bolgeler yakininda kirilma noktalarmin
kiimelenmesine neden olan Allelik Olmayan Homolog Rekombinasyon (NAHR, Non-
Allelic Homologous Recombination) adli bir mekanizma tarafindan olusturulur (16, 23).
LCR’ler aym1 zamanda segmental duplikasyonlar (SD) olarak da bilinir, 10 ila 400 kb
boyutunda ve diziler arasinda %97'den fazla benzerlik gosteren DNA sekanslaridir (25).
Bu DNA sekanslar1 genler, psddogenler, tekrar eden gen kiimeleri veya diger paralog
diziler icerebilir (21). Allelik olmayan LCR kopyalar1 arasindaki rekombinasyon, ayni
zamanda allelik olmayan homolog rekombinasyon olarak da bilinir, aradaki segmentin
delesyonu veya duplikasyonu ile sonuglanabilir (26). Yakindaki genomik sekanslar,
CNV'nin nasil olustuguna dair ipuglar1 verebilir. Genellikle bir CNV, SD veya LCR olarak
adlandirilan neredeyse ayn1 dizi bloklar1 ya da Alu veya LINE gibi tekrarlayici elementler

tarafindan cevrelenmistir; bu da rekombinasyon sirasinda DNA ipliklerinin yanlis



hizalanmasmi kolaylastir. LCR ve SD arasindaki alelik olmayan homolog

rekombinasyon olay1 Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2: Diigiik kopya tekrarlar1 (LCR) ve segmental duplikasyonlar (SD) arasindaki alelik
olmayan homolog rekombinasyon olayi.

Chen ve ark. (2014)’ dan degistirilerek alimmistir (27).  (A) Ters yonde hizalanmig LCR'ler/SD'ler arasinda
gerceklesen NAHR olayl, kopya-nétr yapisal bir varyasyon olan inversiyona neden olabilir. (B)
Dogrudan hizalanmis LCR'ler/SD'ler arasinda kromatidler arast NAHR olaylari, delesyon ve
duplikasyonlara yol acar. (C) Dogrudan hizalanmig LCR'ler/SD'ler arasinda kromatid i¢ci NAHR olaylari,
delesyon ve sonraki hiicre boliinmelerinde kaybolacak halka seklindeki DNA segmentlerini olusturabilir.

2.3. CNV TESPIT ARACLARI
Yaklasik 20 y1l 6nce, BAC array-CGH ve ROMA (representational oligonucleotide
microarray analysis) gibi teknolojilerin gelistirilmesi sayesinde, genomik yapisal

varyantlarin (SV, structural variant) daha ayrintili analizi nihayet miimkiin oldu. 2004



yilinda, Sebat ve ark. (28) ile lafrate ve ark. (4)’nin yaptig1 ¢aligmalar, karyotip
seviyesinde goriinmeyen orta biiylikliikkteki yapisal varyantlarin 6nemli bir genetik
varyasyon miktarmi temsil ettigini ve heniiz kesfedilmedigini gdsterdi. Bu iki ¢aligma
fenotipik olarak normal bireylerde yaygm biiyilk CNV'lerin varligini tanimlayarak

genetikte yeni bir arastirma alanini ortaya ¢ikardi (29).

2.3.1. CNV Saptama Yontemleri

1-Genom boyu saptama yontemleri

e aCGH
e SNP array

¢ Yeni Nesil Dizileme (NGS, next generation sequencing)

2-Hedefe yonelik saptama yontemleri

e FISH
e MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification)

¢ qPCR (quantitative polymerase chain reaction)
2.3.1.1. Genom Boyu Saptama Yontemleri

Klinik baglamda, DNA mikrodizileri kromozomal bolgelerdeki dengesizlikleri
tespit etmek icin kullanilir. Bu nedenle, bu tiir testleri tanimlamak i¢in kromozomal
mikrodizi analizi (CMA, chromosomal microarray) terimi kullanilir. Kromozomal
dengesizligi belirlemek i¢in iki CMA teknigi vardir: i) CGH tabanli CNV tespiti ve ii)
SNP dizisi tabanli CNV tespiti. Bu iki yontem arasindaki farklar, kullanilan mikroarray

tipi ve hibridizasyon yontemlerinde yatmaktadir.

CGH tabanli yontem, test ve referans ornekleri i¢in iki farkli floresan boya kullanir
ve Ornekler aym1 mikroarray bdlgesinde hibridize edilebilir. Hibridizasyon sonrasi her
probun floresan sinyal yogunlugu dijital gériintiileme yazilimi kullamlarak &lgiiliir. Ote
yandan, SNP dizisi tabanli yontem her 6rnek i¢in yalnizca bir floresan boya kullanir. SNP

dizileri, hasta 6rneginin floresan prob yogunluklari ile her biri ayr1 ayr1 6l¢iiliip, normalize



edilmis ve referans seti olusturmak tlizere birlestirilmis ¢ok sayida normal kontrol
orneginin yogunluklar: ile karsilastirilir (in siliko karsilagtirma). SNP array ile sinyal
yogunlugundan kopya sayisi bilgisini elde etmenin yani sira, SNP'lerden elde edilen
genotip grafiklerinden klinik olarak baska faydali veriler de ¢ikarilabilir. Bu veriler
arasinda mozaisizm, ikiz-ikiz veya maternal hiicre kontaminasyonu, zigosite, akraba
evliligi, triploidi, uniparental disomi (UPD) ve ebeveyn kokeni saptanmasi (ebeveyn
orneklerinin de calistirilmasmi gerektirir) yer alir. Temel olarak, her iki yontem de
CNV'lerin yerlerini belirlemek i¢in log2 oranlarmni kullanir. Sifir log2 orani, normal kopya
sayis1 olan 2'yi temsil eder. Artan bir log2 orani, hastada kopya sayisinin artisini, azalan

bir log2 orani ise kopya sayisinin kaybini gosterir (17,30).
NGS

aCGH ve SNP array gibi daha geleneksel yontemlerde bir kb ve birkag Mb arasinda
degisen yapisal varyantlar1 tespit edebilirken, son yillarda yeni nesil dizileme (NGS)
teknolojisi, gittikce daha biiylik 6lgekli ¢alismalarda CNV’leri tespit etmek amaciyla
kullanilmaya baglanmistir. NGS verileri ile CNV'leri tespit etmek i¢in gelistirilmis tespit
araclar1 arasmda XHMM, CoNIFER, ExomeDepth ve CONTRA gibi yazilimlar
bulunmaktadir. Bu yazilimlar CNV tespitinde, Gizli Markov modeli (HMM, hidden
markov model) ad1 verilen bir yaklasim kullanir. Dogrudan 6l¢iilemeyen kopya sayisi, o
DNA bélgesindeki okuma derinligi (RD, read depth) gibi verileri gozlemleyerek olasilik
hesabi ile belirlenebilir. Eger bir genomik bdlgede beklenenden daha fazla okuma var ise
o bolgede bir kopya sayisi artisi, beklenenden daha az okuma var ise o bdlgede bir kopya
sayis1 kaybi olabilecegi yoniinde yorumlanir. NGS verilerinden CNV tespit eden bu
yazilimlarm etkinligini karsilastiran bir ¢calismada (31), tiim ekzom sekanslama (WES,
whole exome sequencing) datasini CNV’ler acisindan degerlendirmenin tiim genom
sekanslama (WGS, whole genome sequencing) datasindan daha gii¢ oldugu, genel olarak
CNV'leri saptamak ve dogrulamak i¢in altin standart olarak kabul edilen aCGH ve SNP
array ile karsilastirildiginda, WGS teknolojisinin 6zellikle kiigiik CNV'leri saptamak i¢in

daha biiyiik bir potansiyele sahip oldugu ve daha giivenilir sonuglar verdigi bildirilmistir.
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2.3.1.2. Hedefe Yonelik Saptama Yiontemleri
FISH

FISH yontemi ile 1980’li yillarda mikroskobik olmayan kromozomal
dengesizliklerin tespiti miimkiin hale geldi. FISH, floresan isaretli DNA problarinin,
cekirdek veya metafaz kromozomlarma hibritlenmesiyle kiigiik kromozomal bolgelerinin
varligmi, sayismi ve yerini belirlemek igin kullanilir (16). Isaretlenmis problar, denatiire
edilmis hiicre DNA's1 ile hibritlenir ve floresan mikroskop kullanilarak goriintiilenir.
FISH, bilinen mikrodelesyon sendromlarmin klinik siiphelerini veya kromozomal
anormallikleri tanimlamak, dogrulamak ve karakterize etmek icin rutin olarak kullanilir.
Bu yontemler, mikroskobik olmayan CNV'leri dogru bir sekilde belirleyebilir ve tek bir
deneyde birden fazla hedefi sorgulayabilir. Bununla birlikte, bu yontemler tiim genomu
degil, belirli DNA hedeflerini tarayabilirler (13). FISH hassas ve etkin bir tekniktir, ancak
yiliksek maliyetli sarf malzemeleri, uygulama siiresi ve deneyimli personel gereksinimi

nedeniyle tanisal analiz yontemi olarak kullanimi siirhidir (32).
qPCR

gPCR, floresan veya interkalasyon boyalar1 kullanarak PCR' nin ger¢ek zamanli
olarak gorsellestirildigi bir tekniktir. Bu yontem, gen ekspresyonunu veya gen kopya
sayisini, yani ardisik gen delesyonlarmi veya duplikasyonlarini 6lgmek igin
kullanilabilmektedir. gPCR, geleneksel PCR'yi floresan tespit teknolojileri ile birlestirerek
PCR dongiisti sirasinda amplikonlarin artisini "gergek zamanlh" olarak kaydeder. qPCR
icin mevcut floresan molekiilleri arasinda, hibridizasyon problari, ¢ift sarmalli DNA'ya
baglanan SYBR Green gibi interkalasyon ajanlar1 ve TagMan, Scorpions, FRET gibi
hidroliz problar1 bulunur (33). Kullanilan tespit tekniginden bagimsiz olarak, PCR
sirasinda hedef dizilerin birikimiyle daha fazla prob ve ajan etkilesime girer ve floresan
sinyali artar. Amplikon kantifikasyonu, hedef amplikon miktarnin sabit bir esige ulastigi
dongii sayisinin (Ct) gdzlemlenmesine dayanmakta olup baslangigtaki hedef miktar1 ile

dogrudan iligkilidir. Yani, genomik DNA hedefinin baslangic kopya sayis1 daha yiiksek
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veya daha diisiik oldugunda, floresan artis1 sirasiyla daha erken veya daha ge¢ gergeklesir

ve dolayisiyla Ct azalir veya artar (32).
MLPA

MLPA, gen kopya sayisindaki degisiklikleri, DNA metilasyonunu ve nokta
mutasyonlarini eszamanli olarak tespit edebilen PCR tabanli bir yontemdir. MLPA
problari, sadece 50 ila 100 niikleotid uzunlugundaki hedef dizileri tanir. Bu da MLPA'nin
yiiksek oranda parc¢alanmis DNA iizerinde bile kullanilabilmesini saglar ve tek bir ekzonu
kapsayan kiiclik delesyonlarm tespitine olanak tanir. Bu teknikte amplifiye edilen 6rnek
DNA degil, 6rnek DNA'ya hibritlenmis problardir. Bu sayede tek bir reaksiyon, 50'ye
kadar MLPA probunun eszamanli ve yar1 kantitatif olarak amplifikasyonunu saglar. MLPA
probu hedef dizisindeki kopya sayis1 degisikligi, amplifikasyon iirliniiniin daha diistik
veya daha yiiksek bir miktarda olmasina neden olur. Hedef probun kopya sayisindaki
degisiklikler, bu probun goreceli sinyalinin, referans 6rnekteki ayni probun ortalama

goreceli sinyali ile karsilastirilmasiyla tahmin edilebilir (34).

Genomik anormalliklerin tanimlanmasinda kullanilan farkli yontemlerin analiz
spektrumu, her yontemin belirli bir ¢oziinilirliik araligina ve tanimlayabilecegi anomali
tiirlerine sahip olmasimi igerir (34). Genetik anomalilerin tanimlanmasinda kullanilan

farkli yontemlerin analiz spektrumu Sekil 3°de gosterilmistir.
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Sekil 3: Genetik anomalilerin tanimlanmasinda farkli yontemlerin analiz spektrumu.
Homig-Holzel ve ark. (2012)’ dan degistirilerek alinmustir (34).

2.4. MIKROARRAY TEKNOLOJISININ GENETIK ALANINDA
KULLANIMI

Son yillarda mikrodizin teknolojilerinin kullanimmin artisiyla birlikte, gelisimsel
gecikme, dogumsal anomaliler ve dismorfik 6zelliklere sahip hastalarin laboratuvar
degerlendirmesi 6nemli Olclide degismistir. 1995 yilinda tanitilan ve aCGH olarak
adlandirilan bu yontemde, mikroarray adi1 verilen sabit bir yiizey lizerindeki hedef dizilere
cesitli isaretlenmis test ve referans genomik DNA'larin hibritlenmesinin ardindan, lam
iizerindeki her hedefin floresan yogunluklari1 6l¢iiliir. Referans ve test DNA'lar1 igin kalibre
edilmis floresan orani, kromozomlar boyunca dizinin konumuna gore cizilir. Genom
boyunca kazanimlar veya kayiplar, log2 degerinin 0'dan sapmasiyla tanimlanir: Log2
degerindeki artislar kopya sayisindaki kazanimlari, azalmalar ise kayiplar1 gosterir.
Referans ve test DNA'larinin esit miktarda hibritlenmesi durumunda log2 degeri O olur
(bire bir oran). Coziiniirliik, bir dizideki problarin boyutu ve sayisinin yani sira bu problarin

genomdaki dagilimina baghdir.

Baslangicta mikroarray, kanser patogenezinde rol oynayan genleri bulmak ve
tiimorlerdeki CNV’leri incelemek i¢in kullanilmistir (16,35). Bununla birlikte bu yontem

zamanla optimize edilmis ve dengesiz konstitlisyonel yeniden diizenlemeleri belirlemek
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icin kullanilmaya baslanmistir (12,36). Mikrodizin teknolojisi kullanilarak, hastanin
genomu, standart G-bantli kromozom ¢aligmalariyla tespit edilemeyecek kadar kiiciik
genetik materyal kazang veya kayiplar1 agisindan incelenebilir. Mikrodizin teknolojisinin
artan ¢Ozlniirliigli, geleneksel sitogenetik analizlere gore kromozomal dengesizliklerin
daha biiyiik hassasiyet, dogruluk ve teknik duyarlilikla tanimlanmasina olanak tanir. Bu
yontemin temel avantaji, mikroarray c¢ipi lizerine tespit edilmis herhangi bir lokusta
anoploidileri, delesyonlari, duplikasyonlar1 ve/veya amplifikasyonlar1 ayni1 anda tespit
edebilme kapasitesidir. Aslinda, bu teknigi kullanarak yapilan bir test, binlerce FISH
deneyine esdeger olup, is giicii ve maliyet agisindan biiyiik tasarruf saglar (16, 24). Klinik
uygulamalarda kullanilmak tizere cesitli dizi tabanli platformlar mevcuttur ve kullanim

stratejileri gelismektedir (37).

Mikroarray tetkiki; biligssel gerilik ve/veya konjenital anomalilerin postnatal
tanisinda, prenatal donemde saptanan anomalilerin tanisinda ve kanser arastirmalarinda

kullanilmaktadir.

2.4.1. Bilissel Gerilik ve/veya Konjenital Anomalilerin Postnatal Tanis1

Bilissel gerilik, tek basma veya dogumsal malformasyonlar ile birlikte toplumda
%2-3 oraninda goriiliir ve etiyolojik olarak heterojen bir yelpazeye sahiptir.
Konvansiyonel karyotipleme; CMA’nin gelistirilmesinden once bilissel gerilik, OSB ve
gelisme geriligi hastalarinin tanisinda altin standartt1 (16,36,38). 2010 yilinda ACMG
(American College of Medical Genetics), belirli norogelisimsel gerilik (NDD,
neurodevelopmental disease) ve konjenital anomalileri olan kisiler i¢in mikroarray
tetkikini ilk sirada klinik tani testi olarak Oneren uygulama kilavuzlar1 yaymlamistir.
Bir¢cok calisma, mikroarray tabanli yontemlerin hem ¢ocuklarda hem de yetigkinlerde
biligsel gerilik ve ¢oklu dogumsal anomaliler (MCA) olan hastalarda genomik
dengesizlikleri tespit etmede, klasik sitogenetik analizlere kiyasla daha etkili oldugunu
gostermistir (12,16,37). Ancak son yillarda yapilan bazi meta-analiz ¢aligmalari, NDD
hastalarinda ekzom sekanslamanin mikroarray yontemine kiyasla taniya daha fazla katki
sagladigin1 6ne siirmekte (39,53) ve NDD, biligsel gerilik/gelisimsel gerilik ve OSB

hastalarinda ilk tercih olarak ekzom sekanslamanin kullanilmasimni 6nermektedir (40).
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2.4.2. Prenatal Donemde Tani

Cogu durumda prenatal donemde molekiiler karyotipleme, geleneksel
karyotiplemeye tercih edilmektedir. Bu yontemin baslica avantajlari, hiz (kiiltiirleme
gerektirmez ve prosediiriin bazi adimlarinin otomasyonu miimkiindiir) ve molekiiler
karyotiplemenin geleneksel karyotiplemeye kiyasla daha yiiksek ¢oziiniirliigidir (12).
CMA yonteminin potansiyel bir dezavantaji, dengeli kromozomal yeniden diizenlemeleri,
triploidi ve bazi1 mozaisizm durumlarini tespit edememesidir. Ayrica dezavantajlardan bir
digeri ise klinik 6nemi bilinmeyen kromozomal varyantlarin (VUS, variant of uncertain

significance) saptanmasidir (41).

2.5. CNV’LERIN YORUMLANMASI ve KLINIKLE
ILISKILENDIiRiILMESI

CMA analizi hem konjenital hem de neoplastik bozukluklarin tanisal
degerlendirilmesinde yaygin olarak uygulanmaktadir. CMA tetkiki, kromozomal
andploidi ve kromozomlarin yapisindaki diger biiyiik degisiklikleri tespit etmenin yani

sira, daha geleneksel yontemlerle tespit edilemeyen submikroskopik anormallikleri de

belirleyebilir (42).

CNV’lerin birgok hastaliga neden oldugu gdsterilmis, ayrica bazi hastaliklar i¢in de
risk faktorii oldugu bildirilmistir. Bugiin bircok CNV'nin belirli genleri ve kromozomal
bolgeleri etkileyerek HIV, lupus, nefrit, pankreatit ve sedef hastalig1 gibi c¢esitli
hastaliklara yatkinlik yaratabilecegi soylenebilir. Ancak, gen dozajindaki basit fark
genellikle belirli bir fenotipteki farkliliklar1 agiklayamaz. Ornegin, ayn1 gen/bdlge icin
aynit dozaja sahip Ozellikle ayni aile icindeki bireylerde arastirilan fenotipin farkl

sekillerde ortaya ¢ikabilecegi bilinmektedir (43).

CNVler mutlaka saglig1 olumsuz etkilemek zorunda degildir. Ornegin, insan immiin
yetmezlik virtisii 1'1 (HIV-1) giiclii bir sekilde baskilayabilen kemokin CCL3LI
diistiniildiigiinde, toplumda ortalamadan daha az sayida CCL3L1 kopya sayis1 varyanti
tastyan bireylerin HIV ve edinilmis immiin yetmezlik sendromuna (AIDS) kars1 6nemli

Olciide daha duyarli olduklarmi bulunmustur (44). Benzer sekilde, saglikli bireyler
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tarafindan tasman ve islevsiz gibi gorlinen diger kopya sayisi varyantlari, eger

popiilasyonlarda segici bir avantaj sagliyorsa evrimsel olarak korunmus olabilir (45).

CNV’ler saglikli popiilasyonda da bulunabilir. Gelisen genom analiz platformlar1 ve
teknoloji sayesinde saptanan CNV miktar1 her gecen giin artmaktadir. Bu degisikliklerin
degerlendirilmesi i¢in yerel ve uluslararast veri tabanlarindan yararlanilir. En
onemlilerinden biri, normal bireylerin genomik verilerini iceren DGV (Database of
Genomic Variants)’dir. Bir CNV’nin ¢ok sayida saglikli bireyde gozlenmesi, 0 CNV'nin

benign bir varyant olma olasiligmi artirmaktadir.

Cogu arastirmada mikroarray sonuglar1 ikinci bir teknikle (FISH, MLPA,
mikrosatellit analizi, qPCR vb.) dogrulanmaktadir. Teknik agidan bakildiginda ve
laboratuvardaki deneyime bagli olarak 50-100’den fazla probu kapsayan CNV’lerin
dogrulanmasi gerekli olmayabilir, ¢ilinkii 50-100 bitisik probun tesadiifen anormal kopya
sayist degisikligi gostermesi pek olasi degildir. Ancak damigmanlik perspektifinden
bakildiginda hasta ve ebeveynlerde takip eden dogrulama, saglikli tastyicilardaki dengeli
yeniden diizenlemeleri ve anomalinin sonraki kusaklarda tekrarlama ihtimalini giivenli bir

sekilde tespit edebilir (46).

2.6. CNV’LERi DEGERLENDIRIRKEN KULLANILAN VERIi
TABANLARI

a. DGV: Saglikli bireylerdeki genomik degisiklikleri toplamak ve kataloglamak igin
olusturulmus bir veri tabanidir. Bu veri taban1 hakemli arastirmalardan elde edilen yeni
verilerle glincellenmektedir. En son Subat 2020°de giincellenmistir. Bu veri tabani su anda
75 farkli hakemli ¢caligmadan elde edilen bilgileri icermektedir. 47.000'den fazla farkl
bireyde tespit edilen yaklasitk 980.000 CNV ve 4.000'in {izerinde inversiyon
bulunmaktadir (http://dgv.tcag.ca).

b. DECIPHER (Database of Chromosome Imbalance and Phenotype in Humans
using Ensembel Resources): Genomik varyantlarin yorumlanmasma yardime1 olmak igin
tasarlanmig kapsamli bir interaktif veri tabanidir. Diinya ¢apinda 270'den fazla klinik

genetik ve nadir hastalik merkezi tarafindan platform desteklenmektedir. Bugiine kadar
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36.000’den fazla insan genomu analiz edilerek DECIPHER’a kaydedilmistir. Bu veri
tabaninda dizi varyantlarinin  (SNP’ler, delesyonlar, insersiyonlar) yani sira,
submikroskobik kromozomal degisiklikler (mikrodelesyon/mikroduplikasyonlar) hasta
izni dahilinde genomik konum ve hastanin klinik bilgileriyle birlikte yayimnlanir.
DECIPHER veri tabaninda ¢esitli in-siliko skorlamalar da [pHaplo, pTriplo, pLI, HI
(haploinsufficiency) ve TS (triplosensitivity) vb.] gosterilmektedir. DECIPHER’1n analiz

esnasindaki goriintiisiit EK 1°de gosterilmistir.

pHaplo ve pTriplo skorlar1 gen dozaj duyarhliklarini tahmin etmek i¢in
gelistirilmistir. Bir genin pHaplo skorunun >0,86’nin iizerinde olmasi o genin
delesyonunun, pTriplo skorunun >0,94’lin iizerinde olmas1 ise genin duplikasyonunun,
bilinen islev kaybi (LoF, loss-of-function) mutasyonlar1 kadar hasar olusturabilecegi

bildirilmistir (47,48).

pLI skoru ise bir genin islev kayb1 mutasyonlaria karsi toleransini gdsteren bir
skordur. Degerler 0 ila 1 arasinda degisir, daha biiyiik degerler mutasyonlara kars1 daha
intolerant genleri gosterir. pLI skoru, gnomAD veri tabaninda bulunan 125.748 farkh

bireyin ekzom sonuglarindan elde edilen verilerle hesaplanmustir.

c. ClinGen: Genomik varyantlarin klinik 6nemi hakkinda giivenilir ve dogru bilgi
vermek amaciyla kurulmus bir veri tabanidir. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik
Enstitiileri (NIH) tarafindan finanse edilmektedir. ClinGen, genetik varyantlarin patojenik
olup olmadigin1 degerlendiren uzmanlarla calisir ve bu bilgileri halka agik veri
tabanlarinda paylasir. EK 2‘de goriilebilecegi lizere giinlimiiz itibariyle 1596 gen ve 514
bolge i¢in yapilmis kiirasyonlar bu veri tabaninda mevcuttur. ClinGen veri tabaninda
detayl1 bir literatiir incelemesini de iceren degerlendirme raporu ile dozaj sensitivitesine

dair skorlar bulunmaktadir.

HI ve TS skorlamas1 bunlardan biridir. Her iki kategoride (HI ve TS) en yiiksek puan
“3”tilir ve bu skor geni/genomik bdlgeyi haployetmezlik ve/veya triplosensitivite agisindan
degerlendirmek i¢in yeterli kanit oldugu anlamma gelir. Daha az kanit bulunan

gen/bolgeler “27, “17, “0” gibi gittikge daha diisiik skorlar alir. “0”, bu gen/bdlge igin
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dozaj hassasiyetini destekleyen herhangi bir kanit bulunmadigini belirtir. Diger skorlarla
sayisal siraya girmeyen ve farkli anlamlara gelen “30”, “40”, “-1” gibi baska skorlar da
bulunur (6r; skorlandirilmasi planlanmayan psddogenler ”-17, genin/bdlgenin otozomal
resesif bir durumla iligkilendirilmesi “30”, dozaj sensitivitesi olasi degil ise “40” ) (49,50).
HI ve TS skorlar1 ve smiflandirmalar1 Tablo 2’de gdsterilmistir. Uzman kiiratorler
tarafindan yukarda bahsi gegen puanlamasi yapilmig gen/genomik bdlgelere ise
(https://search.clinicalgenome.org/kb/gene-dosage?page=1&size=25&search=) internet

adresinden ulasilabilir.

Tablo 2. Haployetmezlik ve triplosensitivite skorlar1 ve siniflamalari

HI/TS Skor Onerilen Klinik Klasifikasyon
3 Patojenik
2 Olasilikla Patojenik
1 Klinik Onemi Belirsiz (VUS)
0 VUS veya Olasilikla Benign
40 Benign, Dozaj Sensitivitesi Olas1 Degil

d. OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man): Insan genleri ve genetik
hastaliklar hakkinda kapsamli ve giincel bilgileri paylasan bir veri tabanidir. Giinliikk
olarak giincellenen bu iicretsiz veri tabani, 16.000’den fazla gen hakkinda referans

esliginde tam metin derlemeler paylasir. Fenotip ve genotip arasindaki iliskiye odaklanir.

e. PubMed: PubMed veri tabani, biyomedikal ve biyoloji alanindaki 37 milyondan
fazla alint1 ve 6zeti iceren, bu alanlarda yapilmis yayinlari taramaya yarayan iicretsiz bir
arama motorudur. PubMed’te bulunan her yayn “PMID” denilen 6zel bir kimlik numaras1

ile kayithdir.
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2.7. ACMG ve CLINGEN TARAFINDAN CNV YORUMLANMASI ve
RAPORLANMASI HAKKINDA YAYINLANAN ORTAK BiLDIiRi

Klinik laboratuvarlara CNV’lerin siniflandirilmasi ve raporlanmasinda yardimeci
olmak, nicel ve kanita dayali olan puanlama sistemini tanitmak ve konstitiisyonel
CNV’lerin degerlendirilmesinde klinik laboratuvarlar arasinda standardizasyon, seffaflik
ve tutarlilik saglamak amaciyla, ACMG ve ClinGen tarafindan 2020 yil1 subat ayinda
ortak bir bildiri yaymlanmistir (51). Olusturulan ortak calisma grubu tarafindan 2015
yilinda baglanan ¢caligmalar neticesinde CNV siiflandirmasi i¢in en 6nem arz eden kanit
kategorileri belirlendi (genomik icerik, doz duyarlilig1 6ngoriileri ve var olan kiirasyonlar,
ongoriilen fonksiyonel etki, literatiirdeki hastalarla klinik ortiisme, vaka ve kontrol veri
tabanlarindan elde edilen kanitlar ve kalitim paternleri) belirlendi ve bu kanitlarm her
birine goreceli bir dnem derecesi atandi. EK 3’de kopya sayis1 kayiplarinda CNV

degerlendirmesi i¢in 6nerilen puanlama metrigi gosterilmistir.

Mikroarray analizi sirasinda saptanan CNV’lerin smiflandirilmasi sirasinda; bu
metrik kullanilarak, bir hastada bulunan herhangi bir CNV, bes ana siniflandirma
kategorisinden (benign, olasilikla benign, klinik anlam1 bilinmeyen, olasilikla patojenik,
patojenik) birine atanir. Bu puanlama sisteminin kullanimini kolaylastirmak i¢in, web
tabanli  bir CNV  smiflama programn  halka acik  olarak  mevcuttur
(http://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/). Bu arag, kullanici tarafindan CNV
Ozelliklerinin manuel olarak girilmesiyle nihai puan degerini ve ilgili CNV

smiflandirmasini otomatik olarak hesaplar.

Yukardaki puanlama metrikleri kullanilarak hesaplanan nihai puan degeri >0.99
olan CNV'ler "patojenik", 0.90 ile 0.98 arasinda olanlar "muhtemelen patojenik" olarak
kabul edilir. Belirsiz dneme sahip varyant (VUS) kategorisi en genis puan araligina
sahiptir ve puanlar1 —0.89 ile 0.89 arasinda degisir; —0.90 ile —0.98 aras1 ve <—0.99 puan
ise swrastyla "muhtemelen benign" ve "benign" olarak kabul edilir. Kopya say1s1 artis1 i¢in
belirlenen puanlama metrikleri de bolim 2 ve bdlim 3’deki bazi farkliliklar disinda

oldukca benzerdir (51).

19


http://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/

ACMG ve ClinGen tarafindan yaymlanan bu bildirinin, ekler kisminda
(Supplementary Material 1) puanlama metrikleri hakkindaki detaylar ve kullanici
tarafindan degistirilebilen puan araliklarinin nasil  kullanilabilecegi  orneklerle

aciklanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz icin Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 13.09.2023 tarihli toplantida KAEK- 697 karar numarasi ile onay alinmistir.
Caligmaya Ocak 2022-Eyliil 2023 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Cocuk Genetik Bilim Dali polikliniklerinde
degerlendirilmis ve mikroarray analizi yapilmis 51 olgu dahil edilmistir. Calismada bu
olgularin klinik 6zellikleri ve mikroarray analizi sonuglar1 degerlendirilecektir. Bu
calismanin amaci, anamnez ve fizik muayene bulgulari 15181nda merkezimizde mikroarray
analizi yapilmis olgularin klinik 6zellikleri, test sonuglar1 ve demografik 6zelliklerinin

literatiir esliginde degerlendirilmesidir.
1)Arastirmaya alinma kriterleri

¢ Hastalarin yas, cinsiyet, bagvuru sebebi, muayene bulgular1 gibi temel demografik

ve klinik bilgileri mevcut olmaldir.
2)Arastirmadan ¢ikarilma kriterleri

¢ Yukarda bahsi gecen bilgileri eksik olan hastalar,

e Anamnez verileri eksik olan veya kaydedilmemis olan hastalar,

e Mikroarray sonucu normal olan veya yalnizca benign/olasilikla benign varyanti
bulunan hastalar,

e Tetkik sonucunda 100 kb’dan kiigiik delesyon veya duplikasyon tespit edilen
hastalar,

o SNP array tetkikinin giivenilirligini saglamak amaciyla kalite skorlar1 uygun
olmayan, bolgedeki prob sayisi yetersiz olan veya benzeri nedenlerle analize

uygun olmayan hastalar arastirmadan ¢ikarilmastir.

3.1. HASTA GRUBU SECIMIi

Akdeniz Universitesi Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi’nde Ocak 2022-
Eyliil 2023 mikroarray analizi yapilmig olan 279 hastanin (158 erkek, 121 kadn) analizi

incelenmistir. Hastalar Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik ve Cocuk
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Genetik polikliniklerinde degerlendirilmistir. Hastalardan alinan periferik kan 6rnekleri
EDTA'h tiip igerisinde merkeze ulastirilmistir. Periferik kan hiicrelerinden elde edilen
genomik DNA'lar1, tiim genomdaki kopya sayis1 degisikliklerinin incelenmesine imkan
veren SNP array yontemi kullanilarak incelenmistir. Hastalardan ¢aligilmis olan
mikroarray analizi disindaki diger tiim genetik tetkiklerin analizleri de Akdeniz
Universitesi ~ Hastanesi ~ Genetik  Hastahiklar ~ Degerlendirme  Merkezi’nde
gergeklestirilmistir. Olgularin cinsiyet, yas ve anamnez bilgileri hasta dosyalarindan elde

edilmistir.

Bu hastalara arastirmadan ¢ikarilma kriterleri uygulandiginda toplamda 51 hasta bu

tez kapsaminda incelenecektir.

3.2. HASTADAN DNA ELDESI

Hastalardan 10ml’lik EDTA’h tiipe periferik kan ornekleri alindi. Alinan kan
ornekleri Akdeniz Universitesi Hastanesi Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi ne
gonderildi. Hastalarin periferik kan 6rneklerinden DNA eldesi, iiretici firmanin 6nerdigi
protokole uygun olarak Lab-Aid 824s Blood DNA Extraction Kiti (Xiamen Zeesan
Biotech Co., Ltd) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA oOrnekleri deney

giiniine kadar -20 °C derin dondurucuda saklanmistir.

3.3. SNPARRAY UYGULAMASI

DNA oOrneklerine fretici firmanin  Onerdigi protokole wuygun olarak
(https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/
chemistry documentation/infintum_assays/infinium-hts/infinium-hts-assay-reference-
guide-15045738-04.pdf) SNP array basamaklari uygulandi. Bu asamalar asagida

siralanmustir:

a.Genomik  DNA’min  niceliksel ve  niteliksel  oélciimii:  NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak yapilmistir. gDNA’nm A260/A280 orani 1.8-2.0 arasinda

olan DNA’lar calismaya alinmustir.
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b.DNA amplifikasyon: Amplifikasyon isleminde tim genom total olarak
cogaltilmaktadir. Bu islem sirasinda DNA 6rneginin miktari, 6nemli bir amplifikasyon
sapmasi olmaksizin birkag bin kat arttirilmaktadir. Bu asama 20-24 saat 37 °C sicaklikta

inklibasyonu da igerir.

c.DNA fragmantasyonu: Daha 6nce amplifiye edilen genomik DNA enzimatik
olarak fragmante edilir. FMS enzimi kullanilarak DNA fragmantasyonu gergeklestirilir.
Bu stiregte fragmantasyonun fazla olmasmi 6nlemek igin jel elektroforezi gerektirmeyen
endpoint fragmantasyon yontemi kullanilmaktadir. 200 ila 300 bp'lik DNA fragmanlari,

parcalanmamis DN A'ya kiyasla daha 1yi hibridizasyon verimliligi gosterir.

d.DNA presipitasyonu: Bu asamada %100’luk 2-propanol ve PM1 sollisyonu
kullanilarak DNA pellet halinde c¢okturalir. Protokol bu asamada duraklatilabilir.
Protokoliin duraklatilmas1 durumunda plate (plaka) kapatildiktan sonra, 24 saate kadarki
stireler igin -15 ile -25 °C arasinda, daha uzun siireli saklama i¢in -80 °C’de muhafaza

edilebilir.

e.DNA resuspansiyonu: Coktiiriilmiis fragmente DNA’lar RAI1 hibridizasyon
tamponu kullanilarak, pellet halinde plate’de saklanan DNA’nin hibridizasyon, boyanma

vb. diger asamalara gegmeden tekrar siispansiyon haline gelmesi saglanir.

f.BeadChip hibridizasyon islemi: Bu asamada fragmente edilmis ve resiispanse
edilmis DNA o6rnekleri BeadChip’ler iizerine dagitilmaktadir. BeadChip 16-24 saat
[llumina Hibridizasyon firininda 48 °C' de inkiibe edilir. Bu asamada amplifiye ve
fragmente DNA 6rnekleri hibridizasyon esnasinda lokusa 6zgii 50mer’lere (sentetik oligo-
DNA’lara) baglanir.

g.BeadChip’lerin yikanmasi: Bu asama BeadChip’lerin boyama ve uzatma
islemine hazirlanmasimni saglar. Hibridize olmayan ve nonspesifik olarak hibridize olmusg

DNA, PB1 soliisyonu ile yikanir ve ¢ipten uzaklastirilir.
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h.BeadChip boyanmast: Hibridizasyon sonrasi, RA1 soliisyonu, hibridize olmayan
ve nonspesifik hibritlenmis DNA 6rnegini yikamak i¢in kullanilir. BeadChip yiizeyine
hibridize olmus primerlerin uzatilmasi islemi i¢in etiketlenmis niikleotidler eklenir ve

sonrasinda ¢ok katmanli bir boyama islemi sonrasinda uzatilmis primerler boyanir.

1.BeadChip goérunttlenmesi: Illumina iScan sistemi lazer yardimiyla tarama
yaparak ve floroforlardan yayilan 15181 yiksek c¢ozindlrlikte kaydeder. Gorintiilenen
orneklerden ham veri elde edildikten sonra, imaj dosyalar1 [llumina GenomeStudio

yazilimi kullanilarak genotipleme verilerine dontistiiriiliir.

3.4. SNP ARRAY VERILERININ ANALiZi ve ADAY CNV’LERIN
BELIRLENMESI

Bu yontem, yaklasik 700.000 prob kullanarak tiim genomu tarar ve yaklasik 4500
geni hedef alir. Illumina mikroarray ¢ipleri, medyan olarak ~3.9kb/2.3kb araliklarma
Sahiptir ve ortalama ¢oziiniirliigi ~10kb / ~25kb'dir. Kopya sayis1 varyasyonlarini tespit
etmek amaciyla, tiim genom SNP verilerinden tiiretilen BAF (B Allel Frekans1) ve LRR
(Log R Orani) degerleri kullanilir.

BAF, ilgili SNP icin B allelinin toplam sinyal miktarmma oranini ifade eder ve 0 ile
1 degerleri homozigotlugu, 0.5 degeri ise heterozigotlugu gosterir. Kopya sayisi
degisikliklerinde veya mozaiklik durumlarinda ara degerler (6rnegin: 0.25/0.75)

g6zlemlenebilir.

LRR, belirli bir SNP i¢in ortalama toplam sinyal miktarmin logaritmik degeridir ve
kopya sayist hakkinda bilgi verir. 0 degeri 2 kopya sayisini, pozitif degerler artmis kopya

sayisini, negatif degerler ise azalmis kopya sayisin1 gosterir.

Biodiscovery tarafindan gelistirilen NxClinical (v.6.0) analiz programlar ile kopya
say1s1 varyasyonlar1 tespit edilip gorsellestirilmistir. Caliymada incelenen vakalarda tespit
edilen kay1ip ve kazanglar i¢cin 100 kb’lik bir sinir belirlenmistir. Analiz edilen her bolgede

guvenilir sonuglar elde edebilmek igin en az 10 prob bulunmasina dikkat edilmistir.
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Varyant pozisyonlar ile ilgili Human Genome Build 37 (GRCh37/hg19) referans

alinmustir. Tespit edilen varyantlar, ISCN 2020 nomenklatiiriine gore adlandirilmistir.

Bu caligmada tespit edilen mutasyonlar1 degerlendirmek icin DGV, DECIPHER,
ClinGen gibi internet {izerinden ulagilabilen veri tabanlar1 ile OMIM ve PubMed gibi
online kiitiiphaneler kullanilmistir. Saptanan CNV’ler bu veri tabanlar1 esliginde
degerlendirilmis ve mnormal popiilasyondaki sikliklar1 belirlenmistir.  Varyant
smiflandirmast icin ACMG’nin 2020 yilinda yayinladigr yonerge (51) ve ClinGen
tarafindan Mayis 2021 yilinda yaymlanan kilavuzdan (50) vyararlanilmistir. Bu
algoritmaya gore saptanan degisikligin sikligina, veri tabanlarindaki durumuna bakilir.
Veri tabanlarinda iyi bilinen genlerle/sendromlarla iligkisi incelenir. CNV igerisindeki

genlerin fonksiyonu degerlendirilerek aday gen olma ihtimalleri degerlendirilir.

Eger CNV, veri tabanlarinda kayith degilse ebeveyn ¢alismasi yapilarak varyantin
de novo olup olmadigi arastirilir. Olas1 ve bilinen sendromlarla iliskili de novo CNV’ler
hastalikla iligkilendirilebilirken de novo olmamasi ve anomalinin aktarildig1 ebeveynin
saglikli olmasi durumunda (penetrans ve ekspresivite kavramlar1 da goz Oniinde
bulundurularak) hastalikla iligkilendirilmemelidir. Degisikligin biiyiikligii, saglikli
popiilasyonda bulunmasi, duplikasyonlara kiyasla delesyonlarin hastalik yapici etkilerinin
daha yiiksek olmasi gibi faktorler de g6z Oniinde bulundurularak CNV’ler

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik ve Cocuk Genetik
polikliniklerine Ocak 2022-Eylil 2023 tarihleri arasinda basvuran, mikroarray testi

yapilmig olan ve arastirma kriterlerini karsilayan 51 olgu dahil edilmistir.

4.1. OLGULARIN DEMOGRAFIK OZELLIiKLERIi

Caligmaya dahil edilen olgularin demografik ve klinik 6zelliklerinin dagilimi Tablo
3'de sunulmustur. Olgularin genel yas ortalamasi 7,98 + 9,13 yil olarak hesaplanmis olup,
yas aralig1 14 ay ile 48 yas arasinda degismektedir. Toplam 51 olgunun 30'u (%58,8) kiz
ve 21'1 (%41,2) erkek olarak belirlenmistir.

Tablo 3: Olgularin demografik ve klinik 6zelliklerinin dagilim

Ozellikler Veri

Hasta sayisi

Toplam (%) 51

Olgularin genel yas ortalamasi 7,98 +9,13 yil

Kadm/Erkek

30/21 (%58,8 / %41,2)

Epilepsi oykiisii

21/51 (%41,1)

Mikrosefali

21/51 (%41,1)

Gelisme geriligi (fiziksel/konusma/dil/biligsel/sosyal/duygusal

becerilerden herhangi birinde gerilik)

35/51 (%68,0)

Zihinsel yetersizlik (5 yas iizeri hastalarda) 21729 (%72,4)
Boy kisalig1 (<3 persentil) 14/51 (%27.,4)
Ekokardiyografide anomali 18/27 (%66,6)

Manyetik rezonans goriintiilemede anomali

Korpus kallozum anomalisi

16/29 (%55,1)
6/16 (%37.5)

Prematiir dogum Oykiisii (37. Dogum haftasindan dnce)

13/51 (%25.4)

Yenidogan yogun bakim (YYB) yatis1 Sykiisit
YYB yatis dykiisii olan olgularda miad dogum orani

27/51 (%52.,9)
15/27 (%55.5)

Kopya degisikligi sayisi

Toplam (%) 56
Delesyon/Duplikasyon 39/17 (%69,6 / %30,3)
Bir baska yontemle dogrulanma

Toplam (%) 19

FISH ile dogrulanma

5/56 (%8.9)

Mikrosatellit analizi ile dogrulanma

1/56 (%1,7)

Klinik ekzom ¢aligilan hasta sayist

Mikroarray tetkikindeki anomalinin onaylanmasi

15/51 (%29.4)
14/15 (%93.3)
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4.2. OLGULARIN KLIiNIiK OZELLIKLERI

Toplam 51 olgudan 21’1 (%41,1) epilepsi Oykiistine sahipti. Olgularin 21’inde
(%41,1) mikrosefali mevcuttu. Olgularin 35’inde (%68,6) bedensel, dil, biligsel, sosyal ve
duygusal becerilerden en az birinde gelisme geriligi mevcuttu. Tan1 esnasinda 5 yas
tizerindeki 29 hastadan 21’inde (%72,4) zihinsel yetersizlik bulunmaktaydi. Olgularin
14’iinde (%27,4) boy kisalig1 (<3 persentil) mevcuttu.

Olgularin 29’una beyin MR goriintiileme yapilmisti ve bunlarin 16’sinda (%55,1)
en az bir anomali mevcuttu. Bu 16 olgunun 6’sinda (%37,5) korpus kallozum anomalisi

gbzlendi.

Olgularn 13’4 (%25,4) prematiir olarak dogmustu. Toplam 27 olguda (%52,9)
yenidogan yogun bakim yatist 6ykiisii mevcuttu ve bu 27 hastanin 15’1 (%55,5) miadinda

dogmustu.

Olgularin 6’sinda 2 adet CNV olmak iizere toplam 56 adet CNV vardi. Bir olguda
andploidi bulunmaktayd: (Hasta 51). 39 adet delesyon (%69,6), 17 adet duplikasyon
(%30,3) seklinde CNV mevcuttu. Saptanan CNV’lerin 5’1 FISH ile, 1’1 mikrosatellit
analizi ile dogrulanmist1. Olgularm 15’ine ekzom analizi yapilmis olup, biri hari¢ (%93,3)
tim hastalarda mikroarray tetkikinde saptanan CNV dogrulanmistir. Olgularin 33’{ine
(%64,7) kromozom analizi tetkiki de uygulanmisti. 56 CNV’den 22 tanesinde (%39,2) 5
Mb’dan daha biiyiik bir CNV bulunmaktaydi. Bu 22 anomalinin 10 tanesi (%45,4)
duplikasyon, 12 tanesi (%54,5) delesyondu. Olgularin detayli klinik ve dismorfik
ozellikleri Ek 4’de gosterilmistir.

Toplam 51 hastanin 27 tanesine (%52.9) EKO yapilmist1 ve bunlardan 18 tanesinde
(%66,6) en az bir anomali mevcuttu. Atriyal septal defekt (%15,6) ve ventrikiiler septal
defekt (%5,8) en sik saptanan anomalilerdi. Hastalarda EKO sonucunda saptanan

anomaliler Tablo 4’de belirtilmistir.
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Tablo 4: Ekokardiyografi sonucunda anomali bulunan olgular ve saptanan kardiyak anomaliler

Anomali Bant
Hasta L. EKO sonucu
no: Seviyesi

1 1p36.33p36.32 del Dilate KMP, eser AY, PY, MY, TY

3 1p36.33p36.22 del Kapatilmis PDA, PFO

6 1q43q44 del Opere fallot, AY, VSD, BT, PA

9 2q37.1q37.3 del sASD, PS, MY, septum paradoks

3 5933.2933.3 dup Bikiispit aorta, ¢ikan aorta dilatasyonu, sASD, eser AY
8p23.3 del

14 6q24.3925.2 del sASD, bilateral periferik PS

18 7p21.3p15.3 del Sol ventrikiil apexte belirgin goriilen hafif hipertrofi+, atrioventrikiiler ve

ventrikiiloatriyal konkordant baglanti+

. 8q24.22q24.3 dup ASD
13934 del

23 9p24.3 dup Hafif pulmoner valviiler darlik

25 9q34.3 del Kiiciik sASD, eser AY, eser TY, eser PY

26 9q34.3 del Eser TY

36 16p13.11 dup Hipoplazik arkus aorta, kiigiik VSD

39 17q11.2 del Bikiispit aorta, eser TY, eser AY

42 18g22.1q23 del Septal hipertrofi, ince PDA, sASD

5 22ql1.1q11.21 dup Genis ASD/tek atrium, aberran seyirli sag subklaviyan arter, ¢ift VCS,

PSSVC

44 22q11.21 dup Interatriyal septum ince ve RD ile gecis yok

50 Xq22.2925 dup Ince PDA, PFO

51 Mozaik trizomi X Kiigiik VSD, kii¢iik ASD

4.3. OLGULARDA TESPIT EDIiLEN SITOGENETIK OLARAK

GOZLENEBILEN KROMOZOMAL ANOMALILER

Calismaya dahil edilen 51 olgudan 33’iine kromozom analizi yapilmist1 (%64,7),
16’sinda (%31,3) kromozom anomalisine rastlandi. Hasta 43’te saptanan marker
kromozomun, 1,4 Mb’lik duplikasyon alani1 gdzlenen 22. kromozoma ait bir parca oldugu
diisiiniilmiistiir, hasta 36’da ise mikroarray analizinde saptanan anomaliden ayr1 olarak X
ve 10 kromozomlar1 arasinda de novo translokasyon saptanmigtir. Olgularda tespit edilen
sitogenetik olarak gozlenebilen kromozomal anomaliler Tablo 5’de gosterilmistir. Bahsi

gecen hastalar tablo {lizerinde isaretlenmistir.
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Tablo 5: Olgularda tespit edilen sitogenetik olarak gozlenebilen kromozomal anomaliler

No. Mikroarray Sonucu Kromozom Anomalisi Ebeveyn Taramasi
Anne, baba kromozom
6 1q43q44(239116929_249240619)x1 46,XX,del(1)(q43)
normal
9 2q37.1q37.3(233956424 243041411)x1 | 46,XX,del(2)(q37) -
12 4p16.3p15.31(2535647_19335464)x1 46,XY,del(4)(p15.2) Anne-baba array normal
5933.2933.3(155031836_180696860)x3 Babanin karyotipi
13 46,XX,der(8)t(5;8)(q33.2p23)pat
8p23.3(170692_1860200)x1 46,XY,t(5;8)(q33.2p23)
14 6924.3925.2(145709371_153239528)x1 | 46 XY, del(6)(q24q25.3) -
Anne-baba kromozom
17 7p22.1(135873-6614841)x3 46, XY,add(17)(p13)
normal
8q24.22q24.3(132189471_146303934)x Annenin karyotipi
21 3 46,XX,add(13)(q34) 46,XX,1(8;13)(q24.3;934)
13q34(111156960_115109876)x1
10926.2926.3(128254512_135524726)x o
. Babanin karyotipi
27 46,XY,add(10)(q26) 46,XY,t(8;10)(q24.1;q26.3),
8924.13q24.3(125498159 146303934)x d ) q‘ ) d
4 Annenin karyotipi normal
31 15q11.2(22759530_28540261)x3 47,XX,+mar -
34 15q21.3q22.2(53481444_60998847)x1 46,XX,del(15)(q21.2-g22.2) -
Babanin array sonucu
36 16p13.11(15125441_16248792)x3 46,XX,t(X;10)(q26;p24)dn normal, anne ayn1
duplikasyonu tastyor.
Anne-babanin kromozomu
40 18q11.2q12.2(24872623_34558037)x1 1(9;18)(p22;q11.2)dn
normal
18q21.2922.1(53698691_61648577)x1 Anne-baba array ve
41 46,XY,del(18)(q21.1g21.3)dn
3p14.1(64396082_68275864)x1 kromozom normal
0 18q22.1q23(65999779_78014582)x1 46,XY,der(18)add(18)(q22)del(18)(q22) | Anne-baba kromozom
6p25.3p23(396321_13476347)x3 dn normal
Anne-baba kromozom
43 22q11.1q11.21(17217247_18649861)x3 | 47,XY,+mar
normal
Annenin array sonucu
50 Xq22.2q25(103671556_126637850)x3 46,X,dup(X)(q26qter)? normal, babanin kromozomu
normal
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4.4. OLGULARDA TESPIiT EDIiLEN CNV’LERIN HAPLOYETMEZLIK ve
TRiPLOSENSITIVITE ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

Olgularin CNV’leri Franklin Genoox platformu ile degerlendirildiginde CNV tespit
edilen 50 hastadaki toplam 56 degisiklikten 52 tanesi patojenik ve olasilikla patojenik
olarak gruplandirilmistir. Klinik anlami1 bilinmeyen (VUS) olarak siniflandirilan 4 CNV
Tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6: Franklin platformunda VUS olarak siniflandirilan degisiklikler

= 7
= ]
g £ st
Hasta | Mikroarray analizinde saptanan = =) = & g 8 2
. = Y S S N 8 = é
no: anomali B g = 2 & g = & s O
5 8 S % = o S s £ E 7
R 2 & o O & = < a 2 <
19 7q33(132892556_134594831)x1 YOK VuUS
Sirastyla
ASPN, BICD2, pTriplo:0,21,
24 9922.1q22.31(91563034_96816022)x3
ROR2, SPTLC1, SYK | 0,97,0,54,0,11, vUS
0,70
ABCCl1, ABCC6, Sirastyla pTriplo:
36 16p13.11(15125441_16248792)x3 VvuUsS
MYHI11 0,78, 0,55, 0,65
BTK, DIAPH2, GLA,
PCDH19, TIMMSA
HNRNPH2 pTriplo
49 Xq21.31¢22.1(90115280_102282355)x3 genleri i¢in tagtyict VUS
skoru:yok
(XLR),
HNRNPH2(XLD)
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Olgularin delesyon/duplikasyon bdlgelerinde bulunan morbid, monoalelik olan
genler, HI/TS skorlart 1, 2, 3 olan (patojenitesine yonelik kanit bulunan) genler ve

genlerin tanimlandig1t OMIM fenotipleri EK 5°de belirtilmistir.

CNV’ler ayrica, Riggs ve ark. (51) tarafindan yaymlanan bildirideki puanlama
metriklerine gore olusturulmus “ClinGen CNV Pathogenicity Calculator (CNVcalc)”
tarafindan puanlanmis ve patojenite agisindan simiflandirilmigtir. Bu siniflandirma Tablo

7'de gosterilmistir. CNVcale’in goriintiisii Sekil 4’de gdsterilmistir.

Sekil 4: CNVcalc’in goriintiisii. Halka agik
https://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/cnv-loss web sitesinden alinmastir.

ClinGen CNV Pathogenicity Calculator

ClinGen

Ciinical Genome Resource

Switch to CNV-Gain

Variant of
Uncertain _ . u
Signifcance CNV Interpretation Scoring Rubric: Copy Number LOSS
Total score: [
Full descriptions of each evidence category, including caveats to consider while scoring and illustrative examples, are provided in
Supplemental Material 1 [Word Document], published in the ACMG Technical Standards. Also visit the CNV Web Series page to access slides,
webinars, examples, and FAQs.

Section 1: Initial Assessment of Genomic Content

Evidence Type Evidence Suggested points Max Score Points Given
] 1A. Contains protein-coding or other known 0 (Continue Evaluation) 0
Copy number loss content functionally important elements
(For intragenic variants, use
section 2E) CJ 1B. Does NOT contain protein-coding or any known  -0.60 -0.60 Assigned points: [
functionally important elements
Section 2 : Overlap with Hlor Benign Regions
(Skip to Section 3 if your copy number loss DOES NOT overlap these types of genes/regions)
] 2A. Complete overlap of an established HI 1 1
gene/genomic region Assigned points: n
(] 2B. Partial overlap of an established HI genomic 0 0
region

« The observed CNV does NOT contain the
known causative gene or critical region for this
established HI genomic region OR
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Tablo 7: ACMG ve ClinGen’in ortaklasa yaymladig1 bildirideki puanlama

metrikleri dikkate alinarak olgularin siniflandirilmast

Varyantin bant Genomik

Olgu CNVecalc skorunu Total Varyant
no: aralig bolgenin

olusturan kisimlar CNVcalc siniflandirmast

ClinGen HI/TS
skoru
skoru

1 1p36.33p36.32 del 3 1A, 24, 3C, 5G 2.05 Patojenik
2 1p36.33p36.32 del 3 1A, 24, 3C, 5G 2.05 Patojenik
3 1p36.33p36.32 del 3 1A, 2A, 3C, 5A 2.35 Patojenik
4 1p36.33p36.32 del 3 1A, 24, 3C, 5G 2.05 Patojenik
5 1g21.11q21.2 del 3 1A, 2A, 3B, 5F 1.45 Patojenik
6 1q43q44 del 3 1A, 2A, 3C, 5A 2.35 Patojenik
7 2p23.3p23.2 del YOK 1A, 3C, 4C, 5F 1.05 Patojenik

1A, 3A, 4C, 4K, 4L,
8 2q13 del 2 0.85 VUS

5G
9 2q37.1q37.3 del 3 1A, 2A, 3C, 5F 1.9 Patojenik
10 3p21.2p14.3 del YOK 1A, 2A, 3C, 5F 1.9 Patojenik
11 3q13.2q13.31 del YOK 1A, 3B, 4B, 5G 1.45 Patojenik
12 4p16.3p15.31 del YOK 1A, 2A,3C, 5A 22 Patojenik

5q33.2933.3 dup YOK 1A, 2H, 3C, 5A 0.9 Olasilikla patojenik

131 8p23.3 del YOK 1A, 3A, 5A 0 VUS
14 6q24.3q25.2 del YOK 1A, 2H, 3C, 4B, 5F 1.35 Patojenik
15 6q27 del YOK 1A, 2A, 3A,5G 1.15 Patojenik
16 7p21.3p15.3 del YOK 1A,2A,3C,5A 22 Patojenik
17 7p22.1 dup 1 1A,3C, 4B, 5A 1.8 Patojenik
18 2q13 hom.del 30 (OR) 1A, 2A, 3A, 5F 1 Patojenik
19 7q33 del YOK 1A, 3A, 5F 0 VUS
20 8pl11.21 del YOK 1A,2A,3A,5H 1.3 Patojenik
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Tablo 7: Devam- ACMG ve ClinGen’in ortaklasa yayimnladigi bildirideki

puanlama metrikleri dikkate alinarak olgularin smiflandirilmasi

Genomik
Varyantin bant . CNVcalc skorunu Total Varyant
Olgu bolgenin
no: seviyesi olusturan kisimlar CNVcalc simflandirmasi
ClinGen HI/TS
skoru
skoru
8q24.22q24.3 dup YOK 1A, 2H, 3C, 4C, 5A 1.05 Patojenik
2L | 1334 del YOK 1A, 3B, 4B, 5A 135 Patojenik
22 9p13.3p13.2 del YOK 1A, 2H, 3C, 4C, 5G 2.05 Patojenik
23 9p24.3 dup YOK 1A, 2H, 3C, 5F 0.9 Olasilikla patojenik
24 9922.1q22.31 dup YOK 1A, 3A, 4C, 5F 0.15 vus
25 9q34.3 del YOK 1A, 2A, 3A, 5G 1.15 Patojenik
26 9q34.3 del YOK 1A, 2C-1, 3A, 4B, 5F 1.5 Patojenik
10926.2926.3 del YOK 1A, 2A,3C, 5A 2.35 Patojenik
27 8924.13q24.3 dup YOK 1A, 2H, 3C, 5A 0.9 Olastlikla patojenik
28 15q11.2 del 3 1A, 2A, 3A,5G 1.1 Patojenik
29 15q11.2 del 3 1A, 2A, 3A, 5G 1.1 Patojenik
30 15q11.2q13.3 dup 3 1A, 2A, 3B, 5G 1.55 Patojenik
31 15q11.2 dup 3 1A, 2A, 3A, 5G 1.1 Patojenik
32 15q11.2 del 3 1A, 2A, 3A,5C 0.85 VUS
33 15q13.1q13.3 del 3 1A, 2A, 3A, 5G 1.1 Patojenik
34 15921.3¢22.2 del YOK 1A, 2A, 3C, 5G 2 Patojenik
35 16p11.2 del 3 1A, 2A, 3B, 5G 1.55 Patojenik
36 16p13.11 dup 2 1A, 3A, 4M, 4N, 5C -0.75 VUS
37 17p12 del 3 1A, 2A,3A,4A, 5A 1.9 Patojenik
38 17p12 del 3 1A, 2A, 3A, 4A, 5G 1.55 Patojenik
39 17q11.2 del 3 1A, 2A, 3A, 5G 1.1 Patojenik
40 18q11.2q12.2 del YOK 1A, 2A, 3C, 5A 2.2 Patojenik
18921.2¢22.1 del YOK 1A,3C, 4B, 5A 1.5 Patojenik
41 3p14.1 del YOK 1A, 3A,4C, 5A 0.3 vus
18¢22.1¢23 del YOK 1A,3B,5A 0.6 vus
42| 6p25.3p23 dup YOK 1A, 2H, 3C, 5A 0.9 Olasilikla patojenik
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Tablo 7: Devam- ACMG ve ClinGen’in ortaklasa yayimnladigi bildirideki
puanlama metrikleri dikkate alinarak olgularin siniflandirilmasi

Genomik
Varyantin bant . CNVcalc skorunu Total Varyant
Olgu bolgenin
no: seviyesi olusturan kisimlar CNVcalc simflandirmasi
ClinGen HI/TS
skoru
skoru
43 22ql11.1q11.21 dup 3 1A, 2A, 3A, 5A 1.45 Patojenik
44 22q11.21 dup 3 1A, 2A, 3A, 5F 1 Patojenik
22q11.21 dup 3 1A, 2A, 3B, 5F 1.45 Patojenik
45
7q11.23 dup 3 1A, 2A, 3A, 5F 1 Patojenik
46 22q11.21q11.23 del 3 1A, 24, 3C, 5G 2 Patojenik
47 Xp22.31 del 3 1A, 2A, 3A, 5F 1 Patojenik
48 Xp22.31 del 3 1A, 2A, 3A, 5F 1 Patojenik
49 Xq21.31g22.1 dup YOK 1A, 2H, 3B, 5C 0.3 VUS
50 Xq22.2q25 dup YOK 1A, 2H, 3C, 5A 1.05 Patojenik

Olgularin 18'sine (%35,2) ebeveyn taramasi yapilmis olup, bu gruptaki 11
olgunun (%61,1) anomalilerinin de novo oldugu belirlenmistir. Olgularin ebeveyn

taramas1 sonuclar1 Tablo 8’de belirtilmistir.

Tablo 8: Kalitim paterni arastirilmis olan olgular

Il;Ioa.sta Array sonucu Boyutu | Kalitim paterni hakkinda

3 1p36.33p36.22(1756767 _9394008)x1 7,6 Mb De novo

6 1q43q44(239116929 249240619)x1 10 Mb De novo

12 4p16.3p15.31(2535647 19335464)x1 169Mb | De novo

3 5q33.2933.3(155031836_180696860)x3 | 256 mp | Babada 5 ve 8 translokasyonu
8p23.3(170692 1860200)x1 1,6 Mb

16 7p21.3p15.3(7446319_24105209)x1 16,6 Mb | De novo

17 7p22.1(135873-6614841)x3 6,4 Mb De novo

" 8924.2224 3132189471 14630393453 [ vans | wanstokasyons
13q34(111156960 115109876)x1 4 Mb

24 9922.1922.31(91563034 96816022)x3 6,25Mb | De novo
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Tablo 8: Devam- Kalitim paterni arastirilmis olan olgular

Hasta | Array sonucu Boyutu | Kalhtim paterni hakkinda

no:
10926.2q26.3(128254512_135524726)x1 | 7.2 mb

27 Babada 8 ve 10 translokasyonu
8q24.13q24.3(125498159 146303934)x3 | 20,8 Mb

32 15q11.2(22766739 _23279684)x1 512 kb Babadan aktarilmis

36 16p13.11(15125441 _16248792)x3 1,1 Mb Anneden aktarilmis

37 17p12(14098277 15430857)x1 13Mb | Babadan (Olgu 38) aktarilmis

40 18q11.2q12.2(24872623 34558037)x1 9,6 Mb | De novo
18q21.2922.1(53698691 61648577)x1 7.9 Mb

41 De novo
3p14.1(64396082_68275864)x1 3,87 Mb
18q22.1923(65999779 78014582)x1 12 Mb

42 De novo
6p25.3p23(396321 13476347)x3 13 Mb

43 22q11.1q11.21(17217247 _18649861)x3 | 1,4 Mb De novo

49 Xq21.31922.1(90115280_102282355)x3 | 12,1 Mb | Anneden aktarilmis

50 X(q22.2925(103671556_126637850)x3 229Mb | De novo

Tablo 7’°de goriildigii iizere, olgularin sahip oldugu CNV’lere patojenite siniflamasi
yapildiginda 50 hastada saptanan toplam 56 CNV arasinda (olgu 51°de andploidi
bulunmasi nedeniyle CNV siniflamasina dahil edilmemistir.) 43 patojenik (%76.7), 4
olasilikla patojenik (%7.1), 9 VUS (%16) varyant bulunmaktaydi. Olgu bazinda
diisiiniildiigiinde CNV saptanan 50 hastadan 44’ patojenik veya olasilikla patojenik bir
varyanta sahipti. Bunlardan 2’si tastyici1 durumda kadin hastaydi. Boylece mikroarray testi

calisilmis toplam 279 olgudan 1’1 andploidi, 42°si CNV agisindan toplam 43 hasta tan

almis ve calismamizdaki tan1 oran1 %15.4 olarak belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada mikroarray testi yapilmis 51 olgunun analiz sonuglar1 incelenmistir.
Bulgular, kopya sayisi degisikliklerinin icerdigi genleri, bu genlerin patojenite
potansiyelini ve olgularda goriilen klinik belirtilerle iliskisini ortaya koymaktadir. Elde
edilen veriler, CNV'lerin genetik hastaliklarin tanisinda ve yonetiminde dnemli bir rol

oynadigini géstermektedir.

Calismamizda, olgularin genel tani oran1 %15,4 olarak belirlenmistir. Bu oran,
mikroarray ile elde edilen %15-20 tan1 oranlarina sahip diger caligmalarla benzerdir (7-
9). Calismamizda varyantlara bir bagska yontemle dogrulama yapilamayacak olmasi ve
SNP array tetkikinin giivenilirligini saglamak amaciyla, kalite skorlar1 uygun olmayan
(BAF quality vb.) ve 100 kb’dan kiiciik varyant1 bulunan hastalarin ¢alismadan ¢ikarilmis

olmasi tan1 oranini bir miktar diistirmiistiir.

Birgok calisma dogumsal anomali, bilissel yetersizlik gibi klinik durumlarda ilk
tercih tetkik (first-tier) olarak mikroarray tetkikini onerse de (12, 24, 37), son yillarda
yapilan caligmalarda ekzom sekanslamanin mikroarray yontemine kiyasla taniya daha
fazla katki sagladigi gortsleri artmaktadir (39, 40). Dong ve ark. (53) tarafindan
yayinlanan bir kohort ¢alismasinda, gelisimsel gerilik bulunan 1090 hasta CES (klinik
ekzom sekanslama) ile incelenmistir. Saptanan NGS datasindan CANOES ve
HMDelFinder isimli programlar yardimiyla CNV’ler tespit edilmistir. Saptanan
diagnostik tiim SNV’ler (single nucleotide variant) ve kiiglik indeller Sanger sekanslama
ile, CNV’ler ise (<1Mb olanlar ve X kromozomu lizerinde bulunanlar) bir bagka yontemle
(qPCR, MLPA vb.) dogrulanmistir. Bu ¢alismaya gore 1090 hastadan %41.38’ine tani
konulabilmistir. Boylece geleneksel stratejilere kiyasla daha diisiik maliyet ve daha
yiksek tani orani ile CES temelli CNV ve SNV'lerin eszamanli analizi, gelisim
bozukluklarini teshis etmek icin ilk basamak test olarak umut vadetmektedir (53). Bizim
calismamizda hem mikroarray hem de klinik ekzom testi calisilmig hastalar
incelendiginde, 15 olgudan yalnizca birinin kopya sayis1 degisikligi klinik ekzomda
gosterilememistir (Olgu 1). Son yillarda, NGS verilerinden Gizli Markov Modeli (HMM)
ad1 verilen bir yaklagimla CNV degisikliklerini saptayan yazilimlar sayesinde, hastada
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hem dizi degisikliklerini hem de kopya sayist degisikliklerini ayn1 tetkikle tespit etmek
miimkiin hale gelmistir. Bu agidan NGS datasindaki CNV’leri saptayan yazilimlarda
sensitivite ve spesifiteyi artiracak iyilestirmelerin yapilmasi, hastalara daha hizli tani

konmasi1 noktasinda faydali olabilir.

Calismamizda mikroarray tetkiki yapilan 121 kadin ve 158 erkekten, sirastyla 25
kadin ve 18 erkege tan1 konmustur (LP, P varyant). Ki-kare testi sonuclarina gore,
cinsiyetler arasi1 tani konma oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (y* = 3.83, p = 0.05).

CNV bulunan 50 olgudan 20’sinde (%40) varyant bir bagka yontemle de
gosterilebilmistir (FISH, mikrosatellit analizi ve klinik ekzom tetkiki). Ayrica olgulardan
18'sine (%35,2) ebeveyn taramasi yapilmis ve bu gruptaki 11 olgunun (%61,1)
anomalilerin de novo oldugu belirlenmistir. Mikroarray sonuglarmin dogrulanmasinda
genellikle MLPA, FISH, mikrosatellit analizi ve real-time PCR gibi yontemler tercih edilir
(46). Varyantin patojenitesine karar verirken ebeveyn dagiliminin gosterilmesi biiyiik
onem tasir. Calismamiz, retrospektif bir inceleme oldugundan bu agidan bazi eksiklikler

barindirmaktadir.

Olgulardan 3’{iniin saglikli ve goriiniiste dengeli translokasyona sahip bir ebeveyni
bulunmaktayd: (olgu 13, 21, 27). Bu olgulardaki varyantlarin patojenitesi atanirken,
kilavuzda (51) bu tarz bir senaryoya uygun puanlama kategorisi olmadig: goriildi (Ek 3,
boliim 5). Olgularin anomalileri, ebeveyndeki dengeli translokasyondan kaynaklansa da
bu durum klasik aktarilmig bir varyant gibi degerlendirilemezdi. Bu nedenle yazar ile
iletisime gecildi (51) ve bu varyantlarin de novo gibi kabul edilmeleri (5A) ancak bu
boliimden ‘0’ puan almalarina karar verildi, ¢ilinkii bu durumda kalitim faktorii varyantin

patojenitesi hakkinda bir bilgi saglamamaktayda.

Olgular arasinda en sik goriilen 3 varyant su sekildeydi: 1p36 delesyonu (n=4),
15q11.2 delesyonu (n=3) ve 22q11.2 duplikasyonu (n=3). Yine mikroarray sonug¢larinin
degerlendirildigi tek merkezli bir bagka ¢alismada (54), en sik saptanan 5 anomali arasinda

bu 3 varyant da yer almaktayda.
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5.1. OLGULAR

Olgu 1-2-3-4: 1p36 delesyonu, yaklagik 5000 dogumda bir goriilen en yaygin
terminal delesyon sendromudur ve tipik olarak olgularda mikrosefali, biiyiime-gelisme
geriligi, dismorfik yiiz 6zellikleri, hipotoni, nobet ve kardiyak anomaliler gdzlenir.
Olgularimizin 1p36 delesyon sendromunun klinik o&zellikleri ile uyumlu oldugu
gorilmistiir. Bu sendromdan sorumlu bir gen belirlenmemis olmakla birlikte,
haplosensitiviteye dair kanitlar bulunan GNB1, CAMTA1 ve CHDS5 genlerinin klinik
bulgulardan sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (Swrasiyla OMIM #139380, #611501,
#610771).

Olgu 5: Sag atrofik bobrek, boy kisaligi ve dismorfik 6zellikler ile yonlendirilen
olguda 1g21.1-1g21.2 bolgesinde delesyon saptandi. Bolge, haployetmezlik gosterdigi
kanitlanmis ya da olgunun klinigini aciklayacak bir gen icermemekteydi ancak; ClinGen
Dosage Sensitivity Map’te genomik bolgenin haployetmezlik gostermesi ve gen igeriginin
yogun olmasi nedeniyle patojenik olarak smiflandirildi (CNVcalc). Ayrica DECIPHER’da
bulunan ve daha kii¢iik bir delesyon alanina sahip 314872 no’lu hasta da derin yerlesimli
gozler, mikrosefali ve eklem laksitesi gibi olgumuzla benzer klinik 6zelliklere sahipti. Bu
bolge, ayn1 zamanda distal 1q21.1 bolgesi (BP3-BP4) olarak da bilinir ve bu bdlge icin
degisken ekspresivite ve eksik penetrans tanimlanmustir (ClinGen Dosage Sensitivity

Map).

Olgu 6: Nobet, gelisim geriligi, mikrosefali, boy kisaligi, opere fallot tetralojisi
nedeniyle yonlendirilen olguda de novo 1g43-1g44 bolgesinde delesyon tespit edildi.
Delesyon bdlgesinde yer alan ZBTB18 geninin tanimlanmis fenotipi (OMIM #612337
kisa boy, mikrosefali, belirgin alin, ince {ist dudak, hipotoni ve ndbet) hasta ile uyumlu
bulundu ve varyantin olgunun klinigini acikladigi diisiiniildii. Genetik danmigmanlik
sirasinda, yine genomik bolgede yer alan FH geninin, ileri yaslarda herediter
leiomyomatozis ve renal hiicre kanserine neden olabilmesi ancak ayni1 zamanda inkomplet

penetrans gostermesi nedeniyle dikkat edilmesi gerektigi agikland1.

Olgu 7: Olguda hafif diizeyde 6grenme giigliigli ve dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugu (DEHB) bulunmaktaydi, yapilan FMR1 CGG tekrar sayis1 normal ve idrarda
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mukopolisakkarit testi negatifti. Mikroarray tetkikinde saptanan 2p23.3-2p23.2 delesyon
bdlgesi, olgunun klinigini agiklayacak haployetmezligi dogrulanmis bir gen
icermemektedir. Ancak bolgede bulunan DPYSLS5 geni i¢in, haployetmezligi isaret eden
skorlarin (pLI:1, pHaplo:0.95) bulundugu goriilmiistiir. Literatiirde DPYSL5 geninin
delesyonlart ile ilgili kanitlar sinirlidir. Genellikle bu gene bagli oldugu diistiniilen klinik
bulgular, literatiirde LoF dizi varyantlari ile iligkilendirilmistir (55). Hastanin klinik
bulgulariyla uyum gosteren fenotipi nedeniyle (OMIM #619435) bu genin olgunun

klinigine katkida bulunabilecegi diisiiniildii.

Olgu 8: Konusmada gerilik, sag taraf hemiplejisi nedeniyle takipli hastanin
kromozom analizi, Frajil X tetkiki normaldi. EMG’sinde sonucun brakiyal pleksus
lezyonu ile degil, ist motor noron tutulumu/CP (serebral palsi) ile uyumlu oldugu
belirtilmisti. Hasta 32. gebelik haftasinda dogmus ve 14 giin yenidogan yogun bakiminda
yatmistt. MR’da saptanan sol ventrikiildeki gliotik odaklarin, sag hemiplejiye sebep olan
sekele bagl oldugu diisiiniildii. Olguda bulunan 2q13 delesyonunda haployetmezligi
kanitlanmig bir gen bulunmamaktaydi ancak literatiirde BCL2L11 genini de igeren bu
bolgenin  delesyonlarinin  noérogelisimsel  gerilik ve dismorfik  6zelliklerle
iligkilendirildigine dair yaymlar bulunmaktadir (56—58). Ayrica bilissel gerilik/gelisimsel
gecikme vb. fenotiplere sahip ¢ocuklarda bulunan kopya sayis1 varyantlarmin goreceli
prevalansmin kontrol grubuyla karsilastirildigi bir vaka-kontrol ¢alismasinda, 2ql13
bolgesinin delesyonunun klinik popiilasyonda zenginlestigi yani, bu bolge delesyonunun

bu kliniklerden sorumlu olabilecegi gosterilmistir (59).

Olgu 9: Noromotor gelisme geriligi, kardiyak anomali ve bilateral inguinal herni
nedeniyle yonlendirilen hastanin Williams ve DiGeorge FISH sonuglar1 normaldi. Olguda
saptanan bulgular, klinik agidan dnceden bildirilmis 2q37 delesyonu vakalariyla uyumlu

ozellikler gostermekteydi (OMIM #600430).

Olgu 10: Gelisim geriligi ve dismorfik dzellikler nedeniyle yonlendirilen olguda,
3p21.2-3p14.3 bolgesinde delesyon saptandi. Bdlgede bulunan ve haployetmezligi

kanitlanmig BAP1 geninin neden oldugu norogelisimsel gerilik, belirgin alin ve ayak
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anomalileri (MIM 619762) gibi klinik 6zelliklerin hastamizla benzerlik gosterdigi

gozlendi.

Olgu 11: Global gelisimsel gerilik ve makrosefali nedeniyle yonlendirilen olguda
saptanan 3q13.2-3q13.31 delesyonu icerisinde haployetmezligi kanitlanmig bir gen
bulunmamaktaydi. DECIPHER’da bulunan ve kirik noktalar1 ¢ok benzer olan 456346
numarali olgunun hastamizla benzer bulgular (makrosefali, global gelisme geriligi vb.)
gosterdigi goriildii. Literatirde ZBTB20 geninin bu CNV fenotipinden sorumlu gen
oldugunu bildiren yaymlar bulunmaktadir (60).

Olgu 12: Epilepsi, gelisme geriligi, 6tke nobetleri ve dismorfik 6zellikler nedeniyle
yonlendirilen olguda de novo 4p16.3-4p15.31 bolgesinde delesyon saptandi. Delesyon
bolgesi, Wolf-Hirschhorn sendromu ile iliskilendirilen bolge ile (grch37:4:331,568-
2,010,962- ClinGen Dosage Sensitivity Map) ¢akismamaktadir ancak hastamiz dismorfik
olarak benzer yiiz Ozellikleri tasimaktadir. Bolgede haployetmezlik gosterdigine dair
yeterli kanit bulunan (HI skoru:3) MSX1 geni (OMIM #142983), normal ter bezi
fonksiyonuna sahip dis, tirnak ve sa¢ anomalilerinin bulundugu ektodermal displaziler
arasinda nadir goriilen bir sendrom olan Witkop sendromu ile iliskilendirilmigtir.
Hastamizin ayrica DECIPHER’da bulunan 398341 no’lu olgu ile 6grenme gii¢liigli ve
mikrognati gibi Ozellikler agisindan benzerlik tasidigr goriildi. Olgunun takibi ve

degisikligin baska bir yontemle dogrulanmasi planlanda.

Olgu 13: Biiyiime-gelisme geriligi, mikrosefali ve dismorfik goriiniim nedeniyle
yonlendirilen olguda 8p23.3 delesyonu ve 5q33.2-5q33.3 bolgesinde duplikasyon
saptandi. Literatiirde bu delesyon ve duplikasyon bolgesine yonelik kanitlar sinirliydi.
Ancak duplikasyon bdlgesinde yer alan ve triplosensitivesi hakkinda kanitlar bulunan
FBXW11 geninin olusturdugu klinik (OMIM #605651), biiyiime-gelisme geriligi, kisa
boyun (webbed neck), iist liste binen ayak parmaklari, simiyan ¢izgisi gibi olgumuzla
benzer ozellikler tasimaktaydi ancak bununla birlikte uyusmayan 6zellikler de vardi. Bu

durum bu iki CN'V’nin dual etkisiyle olusmus olabilir.
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Olgu 14: Kutis laksa, bilateral inmemis testis, periferik pulmoner stenoz, brakisefali
ve dismorfik bulgularla ydnlendirilen olguda 6q24.3-6q25.2 bdlgesinde delesyon
saptanmistir. Bdlgede bulunan TAB2 geninin haployetmezlik gdsterdigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Bu genin neden oldugu fenotipte (OMIM #614980) sol ventrikiil ¢ikis yolu
obstriiksiyonu gibi kardiyak anomaliler, esnek ve kadife cilt, genis alin gibi olgumuzla
benzer Ozellikler gozlenmistir. Ayrica bag doku hastaligi sliphesiyle yonlendirilen
bireylerin incelendigi bir kohort ¢alismasinda olgumuzla benzer kirik noktalarma sahip
(hg18, chr6:146352899-153345216 - hgl9, chr6: 146311206-153303523) bir olguda

kutis laksa tanimlanmistir (61).

Olgu 15: Gelisme geriligi, epilepsi ve dismorfik 6zellikler nedeniyle yonlendirilen
olguda saptanan 6q27 delesyonu, haplosensitivitesine dair kanitlar bulunan DLL1 genini
icermekteydi. Genin OMIM #618709 girdisinde epilepsi, gelisme geriligi gibi hastamizla
ortak bulgular tanimlanmis ve yliksek degisken bir fenotip gosterebilecegi belirtilmistir.

Varyantin aile dagiliminin gériilmesi planland:.

Olgu 16: Cerrahi miidahale gerektirecek kadar siddetli makroglossi, agir mental
gerilik, brakisefali ile yonlendirilen 48 yasindaki hastada saptanan de novo 7p21.3-7p15.3
bolgesindeki delesyon TWIST1 genini icermekteydi (OMIM #601622). Bulgular
literatiirdeki vakalarla uyumluydu (62).

Olgu 17: Gelisme geriligi, yarik damak dudak ve hipospadias nedeniyle
yonlendirilen olguda, de novo 7p22.1 duplikasyonu saptandi. Bu bdlgede
triplosensitivitesi kanitlanmis bir gen bulunmamaktaydi. Literatiirde bu bdlgenin
duplikasyonu ile ilgili yaymlarda gelisme geriligi ile birlikte ¢esitli klinik 6zelliklerle

tanimlanmis olgular bulunmaktadir (63,64).

Olgu 18: BFT bozuklugu nedeniyle incelenen ve bobrek biyopsisi tiibiilointerstisyal
nefrit ile uyumlu bulunan, 1. derece kuzen evliliginden dogan olguda 2q13 homozigot
delesyonu saptandi. Juvenil nefronofitizis ve tigroid fundusun varligi, bdlgede bulunan
NPHP1 geninde bi-allelik fonksiyon kaybi sonucu gelisen 'Senior-Loken Sendromu'
(MIM #266900) ile uyumlu bulundu.
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Olgu 19: Mikrosefali, gelisme geriligi ve dismorfik goriinim nedeniyle
yonlendirilen olguda 7q33 delesyonu saptandi. 7q bdlgesindeki interstisyel CNV'ler nadir
gorildiiginden, bu bolge iyi karakterize edilememistir ve literatiirdeki vakalar q33
segmentinden daha fazlasini etkileyen biiyiik delesyonlardan olugmaktadir. Lopes ve ark.
tarafindan yaymlanan derlemede olgunun klinik ve dismorfik bulgulari ile benzer hastalar
tanimlanmistir (65). Bu c¢alismada, bilissel yetersizlik fenotipi ile iligkilendirilen ve

olguda da silinmis olan CALD1 in, sorumlu genlerden biri olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Olgu 20: Bilissel gerilik, FMF tanisin1 diisiindiiren karm agrilar1 ve herediter
sferositoz bulgulariyla yonlendirilen olguda 8p11.21 delesyonu saptandi. Bu genomik
bolge, haplosensitivitesine dair kanitlar bulunan KAT6A geni icermekteydi. Olgunun
biligsel gerilik sebebi, bu genin delesyonu iliskili olabilir (OMIM #616268). Yine bolgede
bulunan ANK1 geninin herediter sferositozdan sorumlu oldugu bilinmektedir. Benzer
kirik noktalarma sahip bir olguda tanimlanan, hastamizla benzer bulgular da literatiirde

mevcuttur (66).

Olgu 21: Orta derecede bilissel gerilik, nobet, ataksik yiiriiylis ve boy kisalig
nedeniyle yoOnlendirilen olguda 8q24.22-8q24.3 bolgesinde duplikasyon ve 13q34
bolgesinde delesyon saptandi. Bu bdlgeler icerisinde haployetmezligi ya da
triplosensitivitesi kanitlanmig gen bulunmamaktaydi. Sagi-Dain ve ark. (67) tarafindan
yapilan bir vaka serisinde 13q33-q34 mikrodelesyonu bulunan 60 hasta incelenmis ve bu
mikrodelesyona sahip bireylerde nobet, biiylime-gelisme geriligi, ataksik yliriime gibi
hastamizla benzer 6zellikler saptanmistir. Bu sendromdan sorumlu olarak ise olgumuzda
da delesyona ugramis olan CHAMPI1 geni gosterilmektedir (68). Bir baska yayinda ise
agir biligsel gerilik ve ndbeti bulunan olguda, 8q24.3 duplikasyon bolgesinde bulunan
GRINA geni sorumlu tutulmugtur. Olgudaki ilaca direngli epilepsi klinigi bu iki varyantin
dual etkisi ile ortaya ¢ikmis olabilir.

Olgu 22: Infantil spazm nedeniyle yonlendirilen olguda 9p13.3-9p13.2 bdlgesinde
delesyon saptanmisti. Bu bdlgede haployetmezligi kanitlanmig gen bulunmamaktadir,
ancak bolgede bulunan PAXS geninin haployetmezligi isaret eden skorlar1 bulunmaktadir

(pLI: 1, pHaplo: 0.97). Ayrica Gofin ve ark. (69) tarafindan yaymlanan vaka serisinde
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PAXS delesyonu tagiyan 12 farkli aileden 16 birey incelenmis ve 6grenme gii¢liigli, ndbet

olgular arasinda ortak bulgular arasinda tanimlanmastur.

Olgu 23: Sol elde parmak eksikligi, pulmoner valviiler darlik ve dismorfik 6zellikler
nedeniyle yonlendirilen 16 aylik olguda 9p24.3 duplikasyonu saptandi. Literatiirde bu
duplikasyona yonelik kanitlar kisithdir. Capkova ve ark. (70)’nin yaymladigi bir vaka
serisinde bu duplikasyonun 6grenme gii¢liigii, hiperaktivite, nobet sebebi olabilecegi,
ancak bu duplikasyonun tasiyicilarinda, 15q11.2 ve 16p11.2 duplikasyon tastyicilarindaki
gibi degisken ekspresivite ve eksik penetrans ozellikleri gozlemlendigi belirtilmistir.

Olgunun bu agilardan takibi planlandi.

Olgu 24: Yarik damak-dudak, inmemis testis, gomiilii penis, mikrosefali ve
dismorfik goriinlimle yonlendirilen olguda 9q22.1-9922.31 bdlgesinde de novo
duplikasyon saptandi. Bu bolge duplikasyonuna yonelik kanitlar kisithidir. Literatiirde
Urtekin ve ark. (71) yayinladig bir vaka sunumunda bu duplikasyon bolgesine sahip bir
olguda mikrosefali, belirgin alin, hipertelorizm, kisa filtrum, diisiik ve 6ne doniik kulaklar

gibi hastamizla benzer dismorfik 6zellikler gdzlenmistir.

Olgu 25-26: Olgu 25 epilepsi, mikrosefali, kaba yliz, obezite, motor ve zihinsel
gelisim geriligi ile yonlendirildi ve 9q34.3’te EHMT1 geninin tamamini kapsayan 974
kb’lik delesyon saptandi. Olgu 26 ise dismorfik Ozellikler ve AGTE (Ankara Gelisim
Tarama Envanteri) testinde konugma becerilerinde gerilik saptanmasi nedeniyle
yonlendirildi. Dikoryonik ikiz esi saglikliydi. Yapilan mikroarray tetkikinde, 9q34.3’te
EHMT1 geninin ilk 25 ekzonunun silindigi 338 kb’lik delesyon saptandi. EHMT1 geninin
haployetmezligi ile olusan Kleefstra sendromunda, obezite, mikrosefali, kaba yiiz,
ogrenme ve gelisme geriligi, nobet ve davranis problemleri gozlenir (OMIM #610253).
Olgu 25’in klinik agidan daha agir bulgulara sahip olmasinda, daha biiyiik bir delesyon
bodlgesine sahip olmasi etkili olabilir. Olgu 26’nin klinigindeki hafifletici unsurun ise hala
fonksiyon goren defektif protein sentezi olup olmadigmnin gosterilmesi i¢in, NMD
(nonsense-mediated mRNA decay) olasilig1 RT-PCR kullanarak arastirilabilir. Boylelikle,
delesyonun fonksiyonel etkileri daha net anlasilabilir. Saptanan CNV’lerin bir baska

yontemle dogrulanmasi planlandi.
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Olgu 27: Nobet, yetersiz virilizasyon, boy kisaligi ve dismorfik bulgular ile
yonlendirilen olguda 10926.2-10926.3 bolgesinde delesyon ve 8q24.13-8q24.3
bolgesinde duplikasyon saptandi. Delesyon bdlgesinde bulunan ve ClinGen
haployetmezlik skoru 3 olan EBF3 geninin fonksiyon kaybinda mikrosefali, ambigus
genitalya, kisa boy, tiggen yiiz, derin yerlesimli gozler, ince iist dudak, asag1 doniik agiz
koseleri gibi olgumuzla da benzerlik gosteren bir fenotip bildirilmistir (OMIM #617330).
Olduk¢a fazla protein kodlayan gen iceren 8q duplikasyonu da patojenik olarak
smiflandirilmistir (CNVcalc:0.9), ancak literatiirde bu bdlge duplikasyonuna dair kanitlar

smirhdir.

Olgu 28-29-32: Olgu 28, kisa boy ve infantil spazm, korpus kallozum anomalisi
nedeniyle yonlendirilmis olup, olgunun dis merkezde yapilmis olan kromozom ve klinik
ekzom analizi normaldi. Olgu 29°da, kisa boy, epilepsi, gelisme geriligi, korpus kallozum
anomalisi ve yarik damak bulunmaktaydi. Olgu 32°de ise ataksik yiiriiyiis, hipotoni,
gelisme geriligi, makrosefali ve kaba yiiz bulunmaktaydi ve yapilan klinik ekzom
analizinde MANI1BI1 geninde homozigot c.1000C>T (p.Arg334Cys) varyanti saptandi.
Olgularda ayrica mikroarray analizi sonucunda 15q11.2 bolgesinde sirastyla 957 kb, 520
kb, 512 kb boyutlarinda delesyon bulunmaktaydi. Cox ve ark. (72) tarafindan yaymlanan
bir derlemede, TUBGCPS5, CYFIP, NIPA1 ve NIPA2 genlerini igeren BP1-BP2
bolgesindeki mikrodelesyon sonucunda, olgularimizdakine benzer sekilde gelisim ve
o0grenme geriligi, ataksi, epilepsi, beyin MR anomalileri, boy kisaligi, palatal anomaliler
goriilebilecegi bildirilmistir. 15q11.2 BP1-BP2 bdolgesindeki genomik dengesizliklerin,
duplikasyonlar dahil, belirgin bir eksik penetrans ve degisken ekspresivite gosterdigi
belirtilmistir. Olgu 32’de saptanan dizi varyantt ACMG kriterlerine gore “patojenik”
olarak smiflandirilmaktadir (PP3, PP5, PMS5S, PM2). MANI1B1 geni otozomal resesif
kalitilan “Rafiq sendromu” iliskilendirilmektedir (OMIM #614202). Olgu 32’de
MANIBI1 geninde tespit edilen patojenik varyantin yami swra, 15q11.2 bolgesindeki
delesyonunun da klinige katkida bulunmus olabilecegi diisiiniildii ve varyantlarm aile

dagilimmin goriilmesi planlandi.
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Olgu 30-31: Olgu 30, gelisimsel gerilik, korpus kallozum anomalisi ve epilepsi
klinigi ile 19 yasinda, olgu 31 ise infantil spazm ve hipotoni ile 2,5 yasinda tarafimiza
yonlendirildi. Olgularda 15q11.2’ de boyutlar1 sirasiyla 10 Mb ve 5,9 Mb’lik duplikasyon
alani saptandi. Literatiirde 15q11.2 duplikasyonlar1 ile OSB ve epilepsiyi iliskilendiren
yaymlar bulunmakla birlikte (73), bu bolge genomik dengesizlikleri eksik penetrans ve
degisken ekspresivite gosterebilir (72), ayrica duplikasyonun maternal veya paternal

aktarilmasima gore olgularda farkli bulgular gozlendigi bildirilmistir (74).

Olgu 33: llaglara direngli epilepsi ve gelisme geriligi nedeniyle yonlendirilen
olguda mikroarray analizi sonucunda 15q13.1-15q13.3 bolgesinde duplikasyon ile birlikte
klinkk  ekzom  analizinde @ NACCI geninde  heterozigot  c.914 922del
(p.Thr305_ Tyr307del) varyanti saptandi. 15q13.3 duplikasyonu bulunan olgularda nébet
ve gelisme geriligi gibi bulgular bildirilmis olsa da (75), bu bolge duplikasyonlarmin eksik
penetrans ve degisken ekspresivite gosterebilecegi (76) unutulmamalidir. Klinik ekzomda
saptanan varyant, gnomAD’de bulunmamasi ve genomda korunmus bir bdlgede
bulunmasi (phyloP100: 8.976) nedeniyle VUS olarak smiflandirilmistir. Dogru bir genetik
danigmanlik verebilmek adina bu varyantlarin aile i¢indeki dagilimmin goriilmesi 6nem

arz etmektedir.

Olgu 34: Konusma geriligi ve dismorfik bulgular nedeniyle yonlendirilmis olguda
15921.3-15g22.2 bolgesinde delesyon saptandi. Bolgede yer alan ve haployetmezlik
gosterdigi kanitlanmis (ClinGen HI skoru:3) TCF12 geninin fonksiyon kaybinda 6grenme
geriliginin yani sira ¢esitli dismorfik 6zellikler ve kraniyosinostoz bildirilmistir. Olgunun

bu acilardan tekrar degerlendirilmesi planlandi.

Olgu 35: Epilepsi ve dismorfik 6zellikler nedeniyle yonlendirilen olguda 16p11.2
delesyonu saptandi. Bolgede bulunan ve haployetmezlik gosterdigi kanitlanmis olan
PRRT2 geni, epilepsiler ile iliskilendirilmistir (OMIM #614386). Ayrica literatiirde
O0grenme giicliigli, gelisme geriligi ve kardiyak anomalilerle de iligkilendirilmis olan
16p11.2 rekiirrent delesyon sendromunun inkomplet penetrans gosterdigi bildirilmistir

(77,78).
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Olgu 36: Hipoplazik arkus aorta, VSD ve hafif dismorfik 6zelliklerle yonlendirilmis
olguda DiGeorge FISH negatifti. Mikroarray tetkikinde maternal kalitimli 16p13.11
duplikasyonu saptandi. Bu duplikasyonun, literatiirde gelisimsel ve biligsel gerilik, OSB
ve cesitli kardiyak anomalilerle iliskilendirildigi, genellikle etkilenmemis bir ebeveynden

kalitildig1 ve inkomplet penetrans gosterdigi bildirilmistir (79, 80).

Olgu 37-38: Sol el parmak hareketlerinde kisitlilik ve sol ulnar alanda hipoestezi
sikayetleri sebebiyle ulnar noropati on tanisi ile yonlendirilen olgu 38’de 17pl2
bolgesinde PMP22 genini de kapsayan 1,3 Mb’lik delesyon saptanmis ve
ekstremitelerinde uyusma bulunan ¢ocugunda da (olgu 37) bu degisiklik mikrosatellit
analizi ile dogrulanmistir. Bu bdlgenin delesyonu basinca duyarl herediter noropati ile
iligkilidir. Bu hastalikta, bas1 veya mindr travma ile ortaya cikan, tekrarlayicit ve geri

dontistimlii his ve kuvvet kaybi goriilebilir. (81).

Olgu 39: Sag taraf santral fasiyal paralizi, gelisme geriligi, bikiispit aorta, cafe o’la
lekeleri ve beyin MR’mmda hamartamoz lezyonlar ile degerlendirilen olguda 17q11.2
bolgesinde NF1 genini de iceren 1,4 Mb boyutunda delesyon saptanmistir. Hastamizin
bulgular literatiirde tanimlanmis olgularla uyumludur (82), olgunun fasiyal paralizisinin
beyindeki hamartamat6z lezyonlardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Olgunun takibi

planlanmustir.

Olgu 40: Hafif 6grenme gicligli, dismorfik bulgular, duygu kontrol ve kaygi
bozuklugu ile yonlendirilen olguda 18ql11.2-18q12.2 bolgesinde de novo delesyon
saptanmugtir. Bolgede bulunan ASXL3 geni, orta-agir 6grenme giigliigii, gelisme geriligi,
mikrosefali ve nobet gibi olgumuzdan daha agir bulgularla bildirilmistir (OMIM
#615485). Ancak, literatiirde ASXL3 varyant: tasiyan ebeveynlerinin, olgulardan daha
hafif bulgular gosterdigi aileler de tanimlanmistir (83).

Olgu 41: Konusmada gerilik ve dismorfik bulgular ile yonlendirilen olguda de novo
18q21.2-18q22.1 ve 3p14.1 bdlgesinde delesyon saptanmistir. DECIPHER ’da bulunan ve
olgumuzdaki 18q delesyonundan daha kii¢iik bir delesyona sahip olan 264313 no’lu

olguda 6grenme giichigii tanimlanmistir. Okumura ve ark. (84) otistik 6zellikler ve
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dismorfik yiiz bulgular1 gosteren 3p14.1 delesyonlu tek yumurta ikizlerini tanimlamis ve
bu klinikten hastamizda da delete durumda olan PRICKLE2 genini sorumlu tutmustur. Bu

iki delesyonun klinikte dual bir etkisi olabilir.

Olgu 42: Goldenhar sendromu 6n tanisiyla yonlendirilen olguda de novo 18q22.1-
18923 bolgesinde delesyon ve 6p25.3-6p23 bolgesinde duplikasyon saptandi. Literatiirde
bu degisiklikler ile ilgili kanitlar sinirhidir. Perry ve ark. (85) tarafindan yaymnlanan ve 18q
delesyonuna sahip 113 olgunun otolojik 6zelliklerinin incelendigi bir kohortta 18q’nun
isitme ve kulak anomalileri yoniinden kritik bir bolge oldugu, olgularin %66’sinda kulak
anomalileri, %18’inde yarik damak goriildiigii bildirilmistir. Ayrica bu 113 olgudan

ikisinin Goldenhar sendromu 6n tanisiyla yonlendirildigi belirtilmistir.

Olgu 43: VACTERL sendromu 6n tanisiyla yonlendirilen olguda de novo 22q11.1-
22q11.21 duplikasyonu saptandi. Olgunun kirik noktalar1 ve bulgular1 Cat-Eye sendromu
ile uymaktaydi (86).

Olgu 44: Yirime bozuklugu, gelisme geriligi ve dismorfik bulgular ile
yonlendirilen olguda 22ql11.2 duplikasyonu saptandi. Olgu 44’deki kirik noktalarina
uydugu goriilen 22ql1.2 proksimal (A-D) bdlgesinin duplikasyonu, klinik fenotip
acisindan oldukga degisken bir tablo ile iliskilidir ve belirgin bir anomali gostermeyen
bireylerden genis bir yelpazede klinik 6zellikler sergileyen bireylere kadar degiskenlik
gosterebilir. Bu ozellikler arasinda 6grenme giicliigli, OSB, psikiyatrik bozukluklar,
biliytime geriligi, hipotoni ve DGS/VCEFS klinik bulgulariyla 6rtiisen fenotipler yer alir.
22q11.2 duplikasyonlari siklikla kalitsaldir ve eksik penetrans gozlenmistir (87).

Olgu 45: Inkomplet yarik damak, mikrognati, hidrosefali ve dismorfik bulgularla
yonlendirilen olguda 22q11.21 ve 7q11.23 duplikasyonu goriildii. Her iki duplikasyonda
da olguda bulunan 6zellikler bildirilmistir (87,88). Bu iki duplikasyonun klinikte dual bir

etkisi olabilir.

Olgu 46: Konusmada gerilik, epilepsi ve dismorfik o6zellikler nedeniyle
yonlendirilen olguda 22q11.21-22q11.23 bolgesinde delesyon saptandi. Delete olan bolge,
22q distal tip III (D-G/H) bolgesine uymaktaydi. Bu bdlgede bulunan SMARCBI1 geni
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haployetmezligi kanitlanmis bir gen olup, Coffin Siris sendromuna yol agmaktadir. Bu
bdlge delesyonlari, olgumuzla benzer sekilde gelisimsel gerilik, epilepsi disinda kardiyak
anomaliler, igitme kaybi ve erken yasta agresif seyreden rabdoid tiimorlerle

iliskilendirilmistir (89). Olgumuzun bu agilardan takibi planlandi.

Olgu 47-48: Olgu 47, motor gerilik, 6grenme gii¢liigli, mikrosefali, boy kisalig1 ile
olgu 48 ise obezite, 6grenme giigliigli ve dismorfik bulgularla yonlendirildi. Olgularda
kirik noktalar1 nerdeyse ayni olan Xp22.31 delesyonu saptandi. Bu delesyon STS genini
icerir, bu gen X’e bagh resesif iktiyozis ile iliskilendirilir ve erkeklerde ya da 45,X
disilerde tanimlanmistir. Esplin ve ark. (90) yaymnladiklar1 olgu serisinde, hastamiz ile
benzer kirik noktalarina sahip ve 6grenme gii¢liigii, OSB, ndbet ile bildirilmis vakalar
tanimlamis ve X inaktivasyonunun bu duplikasyonun fenotipik ifadesinde 6nemli bir rolii

olabilecegini belirtmistir.

Olgu 49-50: Her iki olgu da 6grenme geriligi ve kisa boy nedeniyle yonlendirildi,
olgu 49’da maternal kalitilmis Xq21.3-Xq22.1 duplikasyonu, olgu 50°de ise kalitimi
bilinmeyen Xq22.2-Xq25 duplikasyonu saptandi. Bu iki duplikasyon i¢in literatiirdeki
kanitlar sirhdir. Hastalarin tekrar cagrilip detayli anamnez- fizik muayene ardindan dizi

mutasyonlar1 agisindan da degerlendirilmeleri planlandi.

Olgu 51: Epilepsi, 6grenme giicliigii, boy kisaligi ve dismorfik bulgular ile
yonlendirilen olguda mozaik trizomi X (%75-80) saptandi. Literatiirde mozaik trizomi X
epilepsi, 6grenme glicliigii bildirilmisse de kisa boy ile trizomi X birlikteligi nadirdir (91).
Boy kisaligi; endokrin nedenler, aile faktorii, beslenme gibi oldukea etiyolojik ¢esitlilik
gostermektedir. Ancak yine de CEP X (chromosome enumeration probes) FISH yapilarak

mozaik 45,X/47,XXX olasiligmin dislanmasi planlandi.
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6. SONUC

Tek merkeze mikroarray tetkiki i¢in yOnlendirilen toplam 279 olgunun
degerlendirildigi ¢alismamizda toplam 43 hastaya (1'i andploidi, 42'si CNV) tani
konulmus ve tani orant %15.4 olarak tespit edilmistir. Bu oran literatiirle uyumlu olup,
calismamizdaki mikroarray analiz sonuglart CNV’lerin genetik hastaliklarin tanisi ve

yonetiminde 6nemli bir rol oynadigmi bir kez daha vurgulamistir.

Calismamiz sirasinda, olgulardaki del/dup bdlgelerinde yer alan genler
haployetmezlik ve triplosensitivite agisindan incelenmis ve olgularin klinik bulgulari, bu
genlerin yol actig1 fenotipik bulgularla kiyaslanmistir. Olgularin biiyiik bir kisminda,
klinik o6zellikler ile literatiirde bildirilmis fenotipler biiylik Olclide Ortiismiistiir. Bazi
hastalar i¢in ise ileride klinik belirti verebilecek durumlar agisindan takip planlanmistir
(Olgu 6 ve 46). Ayrica, calisma sirasinda ¢ok sayida olguda saptanan oldukca nadir

bildirilmis degisiklikler irdelenerek literatiire katki saglanmustir.

Mikroarray analizi sirasinda ACMG ve ClinGen’in ortaklasa yaymladigi puanlama
metrikleri uygulanarak tiim varyantlar aldiklar1 total skora gore siniflandirilmistir.
Kullanilan analiz programlar1 (6rn; NxClinical) veya platformlar1 (Franklin, Varsome vb.)
CNV varyantlar1 i¢in kendi algoritmalarini kullanarak smiflama yapsalar bile, skorlama
sirasinda kullanilacak aile dagilimi ve literatiir taramasi gibi patojenitenin yoniinii
degistirebilecek bilgilerde eksiklikler bulunabilmektedir. Bu agidan skorlama sirasinda

kolaylik saglayabilecek CNVcalc isimli ara¢ da bu tez kapsaminda incelenmistir.

Her ne kadar tani oranimiz literatiirle uyumlu ise ve bir¢ok genetik merkez
tarafindan gelisimsel gerilik bulunan hastalarda ilk basamak tetkik olarak mikroarray
kabul edilmekte ise de bu tetkikin SNV’leri, kii¢ciik indelleri vb. saptayamadigi bir
gercektir. Son ¢aligmalarda, NGS verilerinden CNV’leri tespit edebilen yazilimlarm, tani
stiresini kisaltmada ve maliyetleri azaltmada etkili oldugu savunulmaktadir. Bizim
calismamizda hem klinik ekzom hem de mikroarray tetkiki yapilan 15 olgunun 14’iinde
anlamli CNV degisikligi klinik ekzomda da gosterilebilmisti. Bu agidan genetik merkezler
CNV calling yapabilen agik kaynakli yazilimlar (CoNIFER, CANOES, ExomeDepth,
XHMM, CNVnator vb.) kullanabilir ve gerekirse iki farkli yazilimm CNV sonuglarini
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karsilastirabilirler. Bu yazilimlarin bazilar1 CES, bazilar1 ise WES veya WGS verileri i¢in
gelistirilmistir. Ancak, ¢ogu acik kaynakli yazilim, grafiksel kullanici arayiizii sunmayan,
komut satir1 (command line) tabanli araglardir; bu da biyoinformatik ve programlama
bilgisi sinirlt olan kullanicilar igin kullanimi zorlastirir. ikinci bir secenek ise Sophia
Genetics (SOPHiA DDM) ve Illumina (BlueFuse) gibi sirketlerin sundugu ticari
araclardir; ancak bu da maliyeti artiran bir faktor olacaktir. Bu agidan “NGS datasi ile
CNV calling” yonteminin yaygmlagsmasi ve bu yazilimlarda sensitivite ve spesifiteyi
artiracak 1iyilestirmelerin yapilmasmin hastalara daha hizli tam1 konmasi noktasinda

faydali olabilecegi kanisindayiz.

Her genetik tetkik, kendine 6zgili avantajlar ve sinirlamalar bardirir ve giinlimiizde
“miikemmel” bir genetik tetkik bulunmamaktadir, bu da her bir testin, dogru taniya
ulasmada nasil kullanilacagimi dikkatle degerlendirmeyi gerektirir. Yapilan ¢calismalar ve
teknolojik ilerlemeler sayesinde, bu tetkiklerin dogrulugunu artirmak ve smirlamalarini

en aza indirmek i¢in siirekli yeni yontemler gelistirilmektedir.
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8. EKLER

EK 1: DECIPHER’1n inceleme esnasindaki goriintiisii.

(deciphergenomics.org halka agik web sayfasindan alinmuistir. )
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EK 2: ClinGen Dosage Sensitivity Map’in goriintiisii

https://search.clinicalgenome.org/kb/gene-dosage?page=1&size=25&search= halka acik web sayfasindan
almmustir.
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EK 3: ACMG ve ClinGen ortak bildirisinde bulunan (51) kopya sayis1 kaybi

degerlendirmesi icin puanlama metrigi

Boliim 1: Genomik icerigin ilk degerlendirmesi

Max.
Skor

Kamt tiirii Kamt Onerilen skor

1A. Protein kodlayan veya islevsel olarak .
. » o 0 (Degerlendirmeye devam et) 0
onemli oldugu bilinen elementler igerir.

Kopya sayist kaybi igerigi
. . o 1B. Protein kodlayan veya islevsel olarak
(Intragenik varyantlar i¢in, kisim . -0.60 -0.60

onemli oldugu bilinen elementler ICERMEZ.
2E’yi kullanin.)

Boliim 2: Bilinen/ 6ngoriilen haployetmezlik (HI) veya belirlenmis benign gen/genomik bdlgeler ile értiisme (CNV bu tip

gen/genomik bolgeleri icermiyorsa boliim 3’e gecin

2A. Bilinen bir HI gen/genomik bolge ile tam

ortiisme

2B. Bilinen bir HI genomik bolge ile kismi

Ortlisme:

Gozlenen CNV bilinen bir nedensel gen veya

kritik bolge ICERMIYORSA, 0 0

Bilinen bir nedensel genin ya da kritik
bdlgenin etkilendigi BELIRSIZSE,

Bu HI genomik bolge i¢in belirlenmis kritik
bir bolge veya nedensel gen YOK ISE,

2C. Bilinen bir HI genin 5’ ucu ile kismi ortiisme varsa, (genin 3’ ucu dahil degil)

2C-1. ...ve kodlama dizisi dahilse, 0,90 (Aralik: 0,45 ila 1) 1.00

2C-2.... ve sadece 5* UTR bolgesini
o 0 (Aralik:0 ila 0,45) 0,45
igeriyorsa,

2D. Bilinen bir HI genin 3’ucu ile kismi ortiisme varsa, (genin 5' ucu dahil degil)

2D-1. ...ve yalmzca 3’ translasyon olmayan .
0 (Degerlendirmeye devam et) 0
bolgeyi igeriyorsa,

Bilinen HI genleri/genomik 2D-2. ... ve sadece son ekzon dahilse ayrica
bolgeleri ile ortiisme bu ekzonda daha &nce bildirilmis patojenik 0,90 (Aralik: 0,45 ila 0,90) 0,90

varyantlar mevcutsa,

2D-3. ... ve sadece son ekzon dahilse ayrica
bu ekzonda daha 6nce bildirilmis patojenik 0,30 (Aralik: 0 ile 0,45) 0,45

varyantlar mevcut degilse,

2D-4. ... ve son ekzona ek olarak diger
ekzonlar1 da igeriyorsa, (NMD gergeklesmesi 0,90 (Aralik: 0,45 ile 1) 1
beklenir.)

ClinGen SVI ¢alisma grubunun
2E. Her iki kirilma noktasi da ayn1 gen iginde

PVSI spesifikasyonlari 0,90
yer aliyorsa,
uygulanir.
2F. Bilinen bir benign CNV boélgesini | |
Bilinen benign genler veya tamamuyla iceriyorsa,
genomik bolgeler ile ortiisme 2G. Bilinen bir benign CNV bolgesi ile ek

. o 0 (degerlendirmeye devam et) 0
genetik materyal igeriyorsa,
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EK 3: Devam- ACMG ve ClinGen ortak bildirisinde bulunan (51) kopya sayis1 kayb

degerlendirmesi icin puanlama metrigi

2H. Birden fazla HI'yi isaret eden belirteg, 0.15 0.15
bolgenin en az bir HI geni i¢erdigini
HI belirtegleri (predictors) .
gosteriyorsa, (gnomAD pLI skoru> 0.9,
DECIPHER HI index< %10 olmas1 vb.)
Boliim 3: Bolgenin icerdigi gen sayisinin incelenmesi
CNV kaybina tamamen veya 3A: 0-24 gen 3A:0 0.90
kismen dahil olan protein 3B: 25-34 gen 3B: 0.45
kodlayan RefSeq genlerinin sayist | 3C: 35 ve lizeri gen 3C:0.90

Boliim 4: Literatiir, halka acik veri tabanlar1 ve/veya internal laboratuvar verileri kullamlarak genomik icerigin ayrintih

degerlendirilmesi

(CNV varyant: bilinen bir HI gen/genomik bélge ile ortiisiiyorsa (bdliim 2) veya CNV’nin veya icindeki herhangi bir genin

insanlarda fonksiyon kaybina yol a¢tigina dair (LOF mutasyonlar1 veya kopya sayis1 kaybi yoluyla) bildirilmis bir rapor yok

ise Boliim 5’e gecin)

Raporda bildirilmis proband,

e degerlendirilen CNV igindeki geni
igeren bir tiim gen delesyon yada
gende LOF varyantina sahiptir
YADA,

. degerlendirilen CNV igindekine
benzer genomik igerikle ortiisen
bir kopya say1st kaybina sahiptir
VE..

Asagidaki kategorileri incele

4A. ...bildirilen fenotip, gene veya genomik

Konfirme de novo: her bir

caligsma i¢in 0.45 puan,

0.90
bolgeye oldukga spesifik ve nispeten Varsayilan de novo: her bir (Total)
ota
Ozgilindiir. ¢alisma i¢in 0.30 (Aralik: 0.15
ila 0.45)
Konfirme de novo: her bir
Bireysel vaka kanitlari-de novo 4B. ... bildirilen fenotip, gen/genomik bdlge caligma i¢in 0.30 puan, 0.90
olaylar ile tutarlidir, ancak mutlaka gen/genomik Varsayilan de novo: her bir (% l)
ota
bolgeye 6zgii degildir. caligma igin 0.15 (Aralik: O ila
0.45)
Konfirme de novo: her bir
4C. ... bildirilen fenotip, gen/genomik bolge
¢aligma i¢in 0.15 puan,
ile tutarlidir, ancak yiiksek derecede spesifik 0.90
o ) o Varsayilan de novo: her bir
degildir ve/veya yiiksek genetik heterojenite (Total)
¢alisma i¢in 0.10 (Aralik: 0 ila
gosterir.
0.30)
4D. ...bildirilen fenotip, gen/genomik bolge Her biri i¢in 0 puan ( Aralik: 0
Bireysel vaka kanitlari- tutarsiz -0.30
. icin beklenenle veya genel olarak tutarl ila
fenotip (Total)
degildir. -0.30)
4E. ...bildirilen proband, gen/genomik bolge
Bireysel vaka kanitlari-bilinmeyen | ile tutarli ve oldukga spesifik bir fenotipe Her biri i¢in 0.10 (Aralik: 0 ila 0.30
kalitim sahiptir, ancak varyantin kalitimi 0.15) (Total)

bilinmemektedir.

62




EK 3: Devam- ACMG ve ClinGen ortak bildirisinde bulunan (51) kopya sayis1 kaybi

v e

degerlendirmesi icin puanlama metrigi

Bireysel vaka kanitlari- benzer 4F. 3-4 gozlenen segregasyon 0.15
sekilde etkilenmis aile tiyeleri 4G. 5-6 gozlenen segregasyon 0.30 0.45
arasindaki segregasyonu 4H. 7 veya daha fazla gozlenen segregasyon 0.45
41. Ailedeki bireyler benzer, oldukga spesifik
fenotiplerle etkilenmisse (bilinen fenokopiler o
Her bir aile igin -0.45 puan -0.90
olmaksizin) ve ayni varyant: tagimadiklar
(Aralik: 0 ila -0.45) (Total)
tespit edilirse, varsayilan negatif puan (-0.45)
Bireysel vaka kanitlari- Varyantin
atanir.
segregasyon gostermemesi — —
4J. Belirli ve 6zgiin bir fenotip igin Her bir aile i¢in -0.30 puan -0.90
(41-41-4K) etkilenmemis bireyde varyant bulunduysa, (Aralik: 0 ila 0.30) (Total)
4K. Ozgiil olmayan bir fenotip i¢in
. o Her bir aile i¢in -0.15 puan -0.30
etkilenmemis bireyde varyant bulunduysa, .
. (Aralik: 0 ila -0.15) (Total)
(4)’den daha zayif bir kanittir.)
4L. Varyanta sahip kontrollerle
karsilastirildiginda vakalarda (tutarli, spesifik, )
Her bir ¢alisma igin 0.45 puan 0.45
iyi tanimlanmus bir fenotipe sahip) .
(Aralik: 0 ila 0.45) (Total)
gozlemlerde istatistiksel olarak anlamlr artig
varsa,
4M. Varyanta sahip kontrollerle
karsilastirildiginda vakalarda (tutarli olmayan, ) o
) Her bir ¢aligma i¢in 0.30 puan 0.45
Vaka kontrol galigmalar1 ve spesifik olmayan fenotipe sahip VEYA
(Aralik: 0 ila 0.30) (Total)
popiilasyon kanitlari fenotipi bilinmeyen) gozlemlerde istatistiksel
olarak anlamli artis varsa,
4N. Vakalar ve kontrollerdeki gozlemler Her bir ¢alisma i¢in 0.90 puan 0.90
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark (Aralik: her galigma igin 0 ila (T. B
ota
yok ise, 0.90)
40. Popiilasyon verisinde %1’den yiiksek
siklikta bulunan bir bolge ile ortiisme -1 (Aralik: 0 ila -1) -1 (Total)
mevcutsa,
Béliim 5: Incelenen olgunun kalitim paterni /aile dykiisiiniin incelenmesi
Skoru belirlemek igin boliim
Gozlenen kopya sayis1 degisikligi 5A. Boliim 42teki de novo puanlama
4’teki (4A-4D) skorlama 0.45
de novo ise boliimiindeki uygun kategoriyi kullanin. o
kategorilerini kullanin.
5B. Spesifik, iyi tanimlanmis fenotipe sahip
ve aile dykiisii olmayan hasta. CNV,
-0.30 (Aralik: 0 ila -0.45) -0.45
goriiniiste etkilenmemis bir ebeveynden
kalitilmustir.
Gozlenen kopya sayis1 degisikligi 5C. Spesifik olmayan fenotipe sahip ve aile 030
kalitilmigsa Oykiisii olmayan hasta. CNV, goriiniiste -0.15 (Aralik: 0 ila 0.30) ;T. 1)
ota
etkilenmemis bir ebeveynden kalitilmistir.
5D. CNV, hastanin ailesinde gézlemlenen Skoru belirlemek i¢in bolim
tutarli bir fenotip ile birlikte segregasyon 4’teki (4F-4H) skorlama 0.45

gosterir.

kategorilerini kullanin.
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EK 3: Devam- ACMG ve ClinGen ortak bildirisinde bulunan (51) kopya sayis1 kaybi
degerlendirmesi icin puanlama metrigi

Skoru belirlemek i¢in bolim

Gozlenen varyantin segregasyon 5E. Bolim 4’iin non-segregasyon kismindaki
4’teki (41-4K) skorlama -0.45

gostermemesi (41-4K) kategorilendirmeyi kullanin. o
kategorilerini kullanin.

5F. Kalitim bilgisi mevcut

0 0
degilse/bilgilendirici degilse,
5G. Kalitim bilgisi mevcut
degilse/bilgilendirici degil ve ayrica olgunun
£ £ £ Y & 0.10 (Aralik: 0 ila 0.15) 0.15

fenotipi spesifik olmamasina ragmen 6nceki
Diger
bildirilen vakalarla tutarlilik gosteriyorsa,

5H. Kalitim bilgisi mevcut degilse ya da .
o o ) 0.15 (Aralik: 0 ila 0.30)
bilgilendirici degilse ve ayrica olgunun
**2021 Kasim’da yaymlanan 0.30
fenotipi onceki bildirilen vakalarla uyumlu ve
) diizeltmeye gore (52)
oldukga spesifikse,
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2 yas 7 Epikantus, displastik kulak, yiiksek damak, ayak

LLE 1p36.33p36.32(727841_4219747)x1 34Mb | (D) | (D | H |G | )

ay parmaklarinda iist iiste binme
Hipotelorizm, diiz kaslar, klinodaktili, bilateral el

2,E S yas 1p36.33p36.32(759036_3721859)x1 29Mb [ () | () | (O | (V) | EKO:©
S.parmaklart kisa, diga basarak yiirime
Genis ve basik burun kokii, yukari egimli palpebral
fissiir ve derin yerlesimli gozler, nevus flammeus,
diigiik kulaklar,

3.K 2 yas 1p36.33p36.22(1756767_9394008)x1 76Mb | (D) | ) |G | | ) ) o
sag gozde dermoid kist, orta yiiz hipoplazisi,
hipotoni, el 3,4.parmaklarda mkfdif ve pif
eklemlerde fleksiyon kontraktiirii, sakral dimple

5 Derin yerlesimli gozler, diiz kaslar, strabismus, ince
yasg

4K 1 1p36.33p36.32(759036_2426865)x1 LL6Mb | (1) | (5 ) (+) | EKO:@ | iist dudak, yiiksek damak, sag elde simian ¢izgisi,

a
Y fuziform parmak yapisi, 6,5 numara miyop
Gozler derin yerlesimli, ince st dudak, belirgin
5K 8 yas 1921.1921.2(145985385_147825662)x1 ILSMb | (H) | (5 | G EKO:@ | burun, kolumella hafif uzun, eklem laksitesi mevcut,
atrofik sag bobrek, iireterosel
o1 Epikantus, basik burun kokii, belirgin alin, uzun

6,K S yas 1q43q44(239116929 _249240619)x1 Ml; B H OB filtrum, ince ist dudak, tapering finger, simiant,
damakta subkutandz cleft+, hipotoni
DEHB(+), uzun yiiz, hipertelorizm, derin yerlesimli
gozler, tiibiiler burun, everte alt dudak, torakal

7,E 10 yas | 2p23.3p23.2(25911296 28137308)x1 22Mb [ () | () | (® | (V) | EKO:®

bolgede kemik ¢ikintilar, ayakta 2-3 arast kok
sindaktili, yartk damak-dudak
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EK 4: Devam- Olgularin Kklinik, dismorfik ve demografik 6zellikleri
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Yukar1 egimli palpebral fissiirler, brakisefali,
kulaklar ~ biiyik>97, skolyoz+, dengesiz
8.E 6 yas 2q13(111395576 _113103748)x1 1,7 Mb |G |G | #) | yok yiriime, agresyon, sag kol hareketsiz, sag
bacakta kisalik, MR’da sol ventrikiilde gliotik
alanlar
5. el tirnaklari yok, sag elde simian ¢izgisi,
penge el, mikrognati, epikantus, basik burun
9,K 8 yas 2q37.1937.3(233956424 243041411)x1 9 Mb RO EC NG REGS) kokii, boy>97p, bilateral inguinal herni, ¢ok
yiiksek TG diizeyi, spinal MR’da siringomyeli
gorinimi
2 yas 5 Basik burun ucu, fasiyal asimetri, belirgin alin,
10,K ay 3p21.2p14.3(50908993 54402625)x1 3,5 Mb [CHEE) (-) | (t) | EKO:@ | uzun filtrum, rocker bottom feet, dil disarda,

ayak parmaklarinda ist liste binme

Yukart egimli palpebral fissiir ve badem gozler,

1LK | 7yas 3q13.2q13.31(112144026 _115528296)x1 3,3 Mb G |G |G | ® | EKO:O )
bas gevresi 97p

Mikrognati, genis alin, yay
12,E | 9yas 4p16.3p15.31(2535647_19335464)x1 16,9 Mb G [ B |G | ) | EKO:©Q | kaslarhipertelorizm, carp-shaped mouth, sakral

dimple, 6fke nobetleri

Seyrek kagslar, genis ve basik burun koki,
laringomalazi, uzun filtrum, kisa kolumella,

antevert burun delikleri, diisiik displastik

8p23.3(170692_1860200)x1 1,6 Mb kulaklar, uzun el parmaklari, ayak

1yas2 - . .
13,K Aloleole!le parmaklarinda iist iiste binme, pes ekinovarus,
ay ayrik meme baglar, kisa boyun, bas saga
5333.2q33.3(155031836_180696860)x3 25,6 Mb deviye, periorbital dolgunluk, dar ve yiiksck

damak, plagiosefali, sol elde simiyan, asimetrik

yiiz, ag1z koseleri asag1 doniik

Kutis laksa, brakisefali, frontal bossing, genis
alin, basik burun koki, yukart egimli
14E | 5yas 6q24.3q25.2(145709371_153239528)x1 7,5 Mb OO ECHECNGS)

palpebralar, bilateral inmemis testis, bilateral

periferik pulmoner stenoz
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EK 4: Devam- Olgularin Kklinik, dismorfik ve demografik 6zellikleri

Hasta No/
Cinsiyet

Hasta
Yas1

Konum

(Greh37/hg19)

Biiyiikliik

Mikrosefali

Epilepsi

Boy kisalig1

Gelisme Geriligi

Kardiyak
anomali

4
>

Dismorfik

Klinik
Ozellikler

8 yas

6q27(170562540_170919470)x 1

356 kb

—
+
~

—
+
~

]
~

A
=

<
=]
=

Sakral dimple, basik yiiz, belirgin brakisefali,
diiz alin, biiyiik kulaklar, strabismus, sag
epikantus, uzun boyun, nazone konusma, ayrik

meme baslari, MR’da sag lateral heterotopi

48 yas

7p21.3p15.3(7446319_24105209)x1

16,6 Mb

¢

)

)

)

)

Kemer burun, yiiksek damak, makroglottik,
brakisefali, mandibular prognatizm, diisiik ve
displastik kulaklar, dar palpebral aralik ve
hipertelorizm, epikantus+, kisa genis parmaklar,
bagparmak proksimal yerlesimli, trunkal
obezite, kisa boyun, tek falanks ¢izgisi,

kraniyosinostoz

8 yas

7p22.1(135873_6614841)x3

6,4 Mb

©

)

)

EKO:0

Yarik damak-dudak, bitemporal darlik, disiik
displastik kulak, ayrik meme baslari, kisa ve
kiint el parmaklari, makrosefali, asagi egimli

palpebral fissiirler, hipospadias

8 yas

2q13(110852875_110983320)x0

130 kb

©

©

©

©

yok

BFT  bozuklugu, bobrek  biyopsisinde
tiibiilointestinal nefrit ile uyumlu bulgular,

retina muayenesinde tigroid fundus+

4 yas

7q33(132892556_134594831)x1

1,7 Mb

)

©

©

)

yok

Hipertelorizm, diisiikk kulak, tiggen yiiz, iist
dudak ince, klinodaktili, uzun filtrum,
bitemporal darlik, brakisefali, bastk burun kokii,
genis alin, MR’da korpus kallozum ince, gri

cevher lezyonlar1

20,E

17 yas

8p11.21(40766751_42485540)x1

1,7 Mb

©

©

©

)

yok

Hirsutizm,  herediter  sferositoz, MR’de
lentiform niikleuslarda
kalsifikasyon/mineralizasyonu  isaret eden

sinyal degisikligi

21K

13 yas

8q24.22q24.3(132189471_146303934)x3

13q34(111156960_115109876)x1

14,1 Mb

3,9 Mb

)

)

Q)

Q)

Q)

Dis yerlesim bozuklugu, dar yiiksek damak,
yiinsti ve kivircik saglar, diiz kaslar, diisiik ve
displastik  kulaklar, eklemler hipermobil,
ataksik yiiriiyis, ilag direngli nobet

22K

3yas3
ay

9p13.3p13.2(34571866_37458143)x1

2,8 Mb

G

)

Q)

Q)

EKO:0

Alinda hemanjiyom, infantil spazm

23,E

1 yas 4
ay

9p24.3(712994_37260018)x3

36,5 Mb

¢

¢

O]

O]

)

Brakisefali, bayir alin, kisa filtrum, sol elde 3
parmak mevcut, her iki ayakta 2-3. parmaklarda
kok sindaktili, umblikal herni, bifid skrotum,
diisiik kulak, sakral dimple, kisa kolumella, bird

face
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EK 4: Devam- Olgularin Kklinik, dismorfik ve demografik 6zellikleri
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Yarik damak dudak, inmemis testis, gomiilii
3 penis, brakisefali, belirgin alin, hipertelorizm,
yas
24.E " 9q22.1922.31(90558234 96816022)x3 6,2 Mb ® |G | (- | () | EKO:@ | yukart egimli palpebral fissiir, basik burun
a
y kokii, 6ne doniik disik kulaklar, kisa filtrum,
ayrik meme bagslari
Kaba yiiz, skolyoz, obezite, MR’da korpus
25K | 16yas 9q34.3(140094273_141068637)x1 974 kb A H|IH|OH |G
kallozum agenezisi
Hipertelorizm, basik burun kokii, antevert
2 yas 1 burun delikleri, displastik kulaklar, sinofriz,
26,K 9q34.3(140377226_140716069)x1 338 kb OO EGEEE) ) o
ay orta yiiz hipoplazisi, carp-shaped mouth,
bitemporal darlik, brakisefali
Uggen yiiz, yukar egimli palpebral fissiir, ince
10926.2926.3(128254512_135524726)x1 7,2 Mb sgen yizL ¥ ¢ paip
1yas9 tist dudak, ambigus genitalya, derin yerlesimli
27,E OO |G| | yok . . o P
ay gozler, displastik diisiik kulak, sagda simian,
8924.13q24.3(125498159 146303934)x3 20,8 Mb
uzun filtrum, sakral dimple
5 s Pes ekinovarus, infantil spazm, kisa metakarp
yasg .
28,E 15q11.2(22321690_23279684)x1 957 kb GREEGEEGERES) EKO:@ | ve metatarslar, MR’da korpus kallozum ince,
a
Y lateral ventrikiiller kolposefalik
Yartk damak, bilateral kampodaktili, sag gézde
3 yas 6 pitozis, ayak parmaklarinda st iiste binme,
29,E 15q11.2(22759530_23279684)x1 520 kb || @ |G | EKO:o
ay kalga ¢ikikligi, basik burun koki, MR’da
korpus kallozum parsiyel agenezisi
Tiibiiler burun, bastk burun kokii, malokliizyon,
displastik  kulak, ince korpus kallozum,
30,K | 19yas 15q11.2-q13.3(22321690_32560488)x3 10,2 Mb @l ®H |6 | @® | EKO:@ ) ) .
frontoparietal sulkuslar ve insuler girusta
genislemis perivaskiiler mesafe
5 s Hipotoni,  bastk  burun  kokii, labial
yasg
31,K 15q11.2(22759530_28540261)x3 5,7 Mb [CGEECGRES) (+) | yok hiperpigmentasyon, uzun yiiz, hipertelorizm,
a
Y epikantus
3 | 15q11.2(22766739_23279684)x1 Disik kulak, mikrognati, sasilik, yaygin
a
32,K yas MANIBI 512 kb O | | | @ | EKO:@ | hipotoni, makrosefali, kaba yiiz, ataksik
ay
¢.1000C>T (homozigot) yiiriiyis
15q13.1q13.3(28958739 32515100)x1 Prenatal donemde ense kalinligi sebebiyle CVS
oykiisii, EEG’de sag ve sol frontalden sekonder
33K | 8yas 3,5Mb G| O |G | yok . . o .
NACCI1 jeneralize fokal epilepsi bulgusu, ilaglara
c.914_922del(p.Thr305_Tyr307del) direngli epilepsi
Frontal bossing, basik burun kokii, antevert
burun delikleri, 2.-3. ayak parmaklarinda kok
34K | 4yas 15921.3q22.2(53481444_60998847)x1 7,5 Mb Gl |6 | ® | EKO:o

sindaktili, displastik kulaklar, on sag¢ ¢izgisi
diisiik, umbilikal herni, yiiksek damak
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EK 4: Devam- Olgularin Kklinik, dismorfik ve demografik 6zellikleri

Hasta No/
Cinsiyet

Hasta
Yas1

Konum

(Greh37/hg19)

Biiyiikliik

Gelisme Geriligi

Mikrosefali
Epilepsi
Boy kisalig1
Kardiyak
anomali

Dismorfik

Klinik
Ozellikler

4
>

3yas7
ay

16p11.2(29595483_30199713)x1

604 kb

GO |® |6 |6 | EKOO

Kaba yiiz, aralikli disler, seyrek ve kalin kas,
mikrognati, yukar1 egimli palpebral fissiirler,
g0z kapaklarinda eversiyon, uzun filtrum, ince
ust dudak, disiik kulak, klinodaktili, sakral
dimple, MR’da serebellar hemisferik sulkuslar
ve fisstrler parietotemporal kesimde normalden

hafif genis gorintimde

1 yas
11 ay

16p13.11(15125441_16248792)x3

1,1 Mb

OOIO |16 |6

Hipertelorizm, dar yiiksek damak, sakral
dimple, EKO’da hipoplazik arkus aorta, VSD

7 yas

17p12(14098277_15430857)x1

1,3 Mb

OO [ |6 |k

Kol ve bacaklarda uyusma, hasta 38’in kiz1

38,E

48 yas

17p12(14098277_15430857)x1

1,3 Mb

G |6 |6 |6 | EKOO

Herediter PNP ile takipli, sol ulnar bolgede
periferik néropati, EMG'de 4 ekstremitede
yaygin sensorimotor tutulum gosteren mix tip

blok gosteren tutulum, hasta 37’nin babasi

9 yas

17q11.2(28932112_30403458)x1

1,4 Mb

OO OGO

Umbilikal fasya defekti, kaba yiiz, yele boyun,
kisa boyun, diisik kulak, basik burun koki,
pektus ekskavatum ve karinatum birlikte, 9 adet
cafe 0’la, boy 90-97p, lomber killanma, MR’da
hamartamatéz  lezyonlar, santral fasiyal

paralizisi, tethered kord

40,K

14 yas

18q11.2q12.2(24872623_34558037)x1

9,6 Mb

G |6 |6 |® | EKO:O

Epikantus, disiik sa¢ ¢izgisi, hirsutizm, hafif

zihinsel yetersizlik

41,E

4 yas

18921.2922.1(53698691_61648577)x1

3p14.1(64396082_68275864)x1

7,9 Mb

3,8 Mb

OO |6 | ¢ | EKO:O

Ince iist dudak, bitemporal darlik, diiz kaslar,
bilateral klinodaktili, bilateral simian, skolyoz,
govde ve toraksta vendz yapilar belirgin, ayrik

meme baglart

42,E

2 yas 1
ay

18q22.1q23(65999779_78014582)x1

6p25.3p23(396321_13476347)x3

12 Mb

13 Mb

O®H]O |6 |6

Goldenhar sendromu 6n tanisi+, yiizde kapiller
hemanjiyom, dar palpebral aralik, genis burun
kokii, yukart egimli palpebral fissiirler,
hipertelorizm, epikantus, uzun filtrum, belirgin
alin, sag kulakta ekstra kresent ve antiheliks,
kiigik ve derin yerlesimli gozler, aglarken
agizda kayma, ince tst dudak, sakral gamze,
asimetrik aglama, hipospadias, yarik damak,

basik burun ucu

43,E

2 yas2
ay

22q11.1q11.21(17217247_18649861)x3

1,4 Mb

OO 6 [0 |6

Anal atrezi, tiroid dishormonogenezis, sag
kulak oniinde skin tag ve her iki kulakta pitler,
makrosefali, genis alin, kaglar arkli, uzun
filtrum, mikrognati, ayrikk meme baslari,

hipospadias
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Kaba ve miyopatik yiiz, diisiik ve biiyiik kulak,
belirgin alin, hipertelorizm, pitozis, basik burun
kokii, genis burun kopriisii, uzun filtrum, ince
44F | 6yas 22q11.21(19222211_21067628)x3 1,8 Mb Ololo el ' '
ust dudak, carp-shape agiz, lordoz, hipermobil
eklemler, kaslarda sinesi, yiirime bozuklugu,
MR’da tonsiller herniasyon
Makrosefali, frontal bossing, On sa¢ ¢izgisi
22q11.21(18877787_21562404)x3 2,6 Mb . .
yukarda, liggen  yiiz, retromikrognati,
45K | 6yas () GEECHEEG) EKO:0
hipertelorizm, inkomplet yarik damak, MR’da
7q11.23(72721515_74126034)x3 1,4 Mb . Lo
3. ve lateral ventrikiil genisligi artmis
2 yas 8 Plagiosefali, basik yiiz, genis alin, basik burun
46,K 22q11.21q11.23(21804903 24375063)x1 2,5 Mb GOl ® |6 | ® | EKO:@
ay kokii
Uggen yiiz, basik burun kokii, epikantus, badem
47K | 8yas Xp22.31(6453494 8126718)x1 1,6 Mb @O | ® | @ | EKO:® | goz kigik agiz, disik ve displastik kulak,
mikrognati
Kaba ytiz, on-ust 2 disi buyuk, sinorfiz, ince ust
dudak, bilateral el 5. parmaklart kisa,
48,K | 8yas Xp22.31(6456940_8126718)x1 1,7 Mb GO |lOG |G | @ | EKO:o -
klinodaktili, yukar1 egimli palpebral fissir, kisa
boyun, obezite, hiperglisemi
Xq21.31922.1(90115280_102282355)x3 )
49K | 14yas 12,1 Mb ) ) (+) | (t) | EKO:@ | Tekrarlayan hematiiri, 6grenme giicliigii
Mikrognati, sol gozde pitoz, fasiyal asimetri,
50,K | 10 yas Xq22.2q25(103671556_126637850)x3 22,9 Mb O [ HEH O
MR’da araknoid kist
Dar palpebral aralik, diisiik kolumella, dar
Xp22.33q28(434823_155226017)X3 mos ) . »
Tiim yiiksek damak, bifid uvula, klinodaktili, buffalo
51,K | 10 yas H OO |®H [ A . .
kromozom horgiicii, abdominal obezite, hallus valgus,
(Mozaik trizomi X)
sandalet acikligt
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EK 5: Delesyon/duplikasyon bilgelerinde morbid, monoalelik olan genler , HI/TS skorlar1 1, 2, 3
(P, LP,VUS) olan genler ile birlikte OMIM fenotipleri (HI/TS skorlar: genlerin yaninda parantez

icinde verilmistir.)

H Anomali HI/TS skoru
asta
Bant Monoallelik ve Morbid Olan Genler 1,2,3 olan Gen Fenotip advOMIM
no:
Seviyesi genler
LE ATAD3A, DVL1, GABRD, GNB1, PANK4, GNBI(1 GNBI: Intellectual developmental
’ PRDM16, SKI, TMEM240 W disorder, autosomal dominant 42
ATAD3A, DVLI1, GABRD, GNBI1, PANK4, GNBI: Intellectual developmental
2,E GNBI(1)
PRDM16, SKI, TMEM240 disorder, autosomal dominant 42
GNBI: Intellectual developmental
GNBI1(1)(ex1- | disorder, autosomal dominant 42
CAMTAL, 2-3 del), CAMTAL: Cerebellar dysfunction
3,K 1p36.33 del | CHDS5, GABRD, GNB1, PANK4, PRDM16, | CAMTAIL(3), with variable cognitive and behavioral
SKI, TMEM240 abnormalities
CHDS5(1) CHDS: Parenti-Mignot
neurodevelopmental syndrome
ATAD3A, DVL1, GABRD, GNBI1, SKI, GNBI: Intellectual developmental
4K, GNBI(1)
TMEM240 disorder, autosomal dominant 42
GJA5(1) GJAS: Atrial fibrillation, familial, 11
5K 1q21.1 del GJAS, GJA8
GJAS8(1) GJAS: Cataract 1, multiple types
FH: Leiomyomatosis and renal cell
cancer
FH(3)
ZBTBI18: Intellectual developmental
AKT3, FH, GREM2, HNRNPU, NLRP3, ZBTB18(3)
6,K 1q43 del disorder, autosomal dominant 22
ZBTBI18
AKT3: Megalencephaly-
AKT3(1) ) )
polymicrogyria-polydactyly-
hydrocephalus syndrome 2
7E 2p23.3 del ASXL2, DPYSL5, KCNK3 YOK _
8,E 2q13 del YOK YOK _
COL6A3, HDAC4, KIF1A, PER2, SAG,
9,K 2q37.1 del YOK
TWIST2, UGT1Al -
10,K 3p21.2 del BAP1, CACNAILD, TNNCI1 BAP1(3) BAP1: Kury-Isidor Syndrome
11L,K 3q13.2 del ATP6V1A, DRD3, ZBTB20 YOK _
MSXI1: Ectodermal dysplasia 3,
DRD5, EVC, EVC2, HTT, MSX1, PROMI, Witkop type
12,E 4p16.3 del MSX1(3)
SH3BP2, SLC2A9, WFSI1 Tooth agenesis, selective, 1,
with or without orofacial cleft
CYFIP, DDX41, F12, FBXW11, FLT4,
GABRAI, GABRB2, GABRG2, HMMR, FBXW11: Neurodevelopmental, jaw,
5q33.2 dup FBXW11(1)
13K HNRNPH, KCNMBI1, MSX, NKX2-5, eye, and digital syndrome
’ NSDI, SLC34A1, SNCB, SQSTM1
8p23.3 del ARHGEF10 YOK _
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EK 5: Devam- Delesyon/duplikasyon bolgelerinde morbid, monoalelik olan genler , HI/TS
skorlar 1, 2, 3 (P, LP,VUS) olan genler ile birlikte OMIM fenotipleri (HI/TS skorlar: genlerin
yamnda parantez icinde verilmistir.)

- Anomali HI/TS skoru
asta
Bant Monoallelik ve Morbid Olan Genler 1,2,3 olan Gen Fenotip advOMIM
no:
Seviyesi genler
TAB2: Congenital heart defects,
14,E 6q24.3 del ESRI1, GRM1, SASH1, SYNEI, TAB2 TAB2(1)
nonsyndromic, 2
DLLI1: Neurodevelopmental disorder
15,K 6927 del DLL1, TBP DLL1(3) with nonspecific brain abnormalities
and with or without seizures
TWIST1: Craniosynostosis 1
Robinow-Sorauf syndrome
HDAC?9, IL6, KLHL7, TMEM106B,
16,E 7p21.3 del TWIST1(3) Saethre-Chotzen syndrome
TWIST1
with or without eyelid anomalies
Sweeney-Cox syndrome
17,E 7p22.1 dup | EIF2AKI, PRKARIB, RACI YOK _
NPHP1: Joubert syndrome 4
**NPHPI1 (30)
18,K 2q13 del NPHP1 (OR) Nephronophthisis 1, juvenile
(AR gen)
Senior-Loken syndrome-1
19,K 7q33 del YOK YOK _
20,E 8pl1.21 del | ANKI, IKBKB, KAT6A, SLC20A2 KAT6A(3) KAT6A: Arboleda-Tham syndrome
8q24.22
AGO2, CPSF1, CYP11B1, FAM83H,
dup YOK
21K KCNQ3, MAFA, OPLAH, PLEC, PUF60
13934 del ATPI11A, CHAMPI, COL4A2 YOK
22,K 9p13.3 del GNE, NPR2, TPM2, VCP YOK _
BNC2, C90rf72, CDKN2A, FREMI, GNE,
JAK2, MTAP, NFIB, NPR2, RIGI,
23,E 9p24.3 dup YOK
SMARCA2, TEK, TOPORS, TPM2, _
UBAPL, VCP
24,E 9q22.1 dup | ASPN, BICD2, ROR2, SPTLCI1, SYK YOK _
25K EHMTI1, NSMF, TUBB4B
9q34.3 del
EHMTI1(3) EHMT1: Kleefstra syndrome 1
26,K EHMTI1 (ex 1-25 del)
EBF3: Hypotonia, ataxia, and delayed
10926.2 del | EBF3 EBF3(3)
development syndrome
27,E 82413 AGO2, CPSF1, CYP11B1, FAMS83H,
dq ’ KCNQ3, MAFA, OPLAH, PLEC, PUF60, YOK
uj
P WASHC5 -
28,E 15q11.2 del | NIPAI YOK _
29.E 15q11.2 del | NIPAI YOK _
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H Anomali HI/TS skoru
asta
Bant Monoallelik ve Morbid Olan Genler 1,2,3 olan Gen Fenotip advOMIM
no:
Seviyesi genler
15q11.2 GABRAS, GABRB3, KLF13, MAGEL2,
30,K YOK _
dup MKRN3, NIPAL, UBE3A
15q11.2 GABRAS, GABRB3, MAGEL2, MKRN3,
3L,K YOK _
dup UBE3A
32,K 15q11.2 del | NIPA1 YOK _
33K 15q13.1 del | KLF13 YOK _
TCF12: Craniosynostosis 3
Hypogonadotropic
34K 15q21.3 del | ADAM10, DNAAF4, LIPC, RFX7, TCF12 TCF12(3)
hypogonadism 26 with or without
anosmia
PRRT2: Convulsions, familial
infantile, with paroxysmal
choreoathetosis
35,E 16pl11.2 del | KIF22, PRRT2, TBX6 PRRT2(3) Episodic kinesigenic
dyskinesia 1
Seizures, benign familial
infantile, 2
16p13.11
36,K d ABCCI1, ABCC6, MYH11(ex1 dis1 del) YOK _
up
37.K
17p12 del PMP22 PMP22(3) PMP22: Charcot-Marie-Tooth disease
38,E
39.K 17q11.2del | NF1,SUZ12 NF1(3) NF1: Neurofibromatosis
ASXL3: Bainbridge-Ropers syndrome
DSC2: Arrhythmogenic right
ASXL3(3), ventricular dysplasia 11 with mild
ASXL3, CDH2, DSC2, DSG1, DSG2,
40,K 18q11.2 del DSC2(1), palmoplantar keratoderma and woolly
DTNA, FHOD3, MAPRE2, RNF125, TTR
DSG2(2) hair
DSG2: Arrhythmogenic right
ventricular dysplasia 10
ATP8B1, MC4R, NARS1, NEDDA4L,
18q21.2 del YOK
41E TNFRSF11A
3pl4.1 del YOK YOK -
18q22.1del | TSHZ1 YOK
WE BMP6, DSP, EDN1, F13A1, FOXCI,
6p25.3 dup | GCM2, GCNT2,NQO2, PHACTRI, RIPKI, | YOK

TFAP2A, TUBB2A, TUBB2B
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H Anomali HI/TS skoru
asta
Bant Monoallelik ve Morbid Olan Genler 1,2,3 olan Gen Fenotip advOMIM
no:
Seviyesi genler
22qll.1
43,E TUBAS YOK _
dup
22ql1.2
44 E COMT, RTN4R, TBX1 YOK _
1dup
22ql1.21 COMT, LZTR1, PRODH, RTN4R, YOK
dup SERPINDI1, TBX1
45K
7q11.23 _
ELN YOK
dup
22ql1.21
46,K del CHCHD10, MAPK1, SMARCBI SMARCBI1(3) | SMARCBI: Coffin-Siris syndrome 3
e
Xp22.31 *XLD olan
47,K STS _
del gen yok.
Xp22.31 *XLD olan
48,K STS _
del gen yok.
19K Xq21.31 BTK, DIAPH2, GLA, HNRNPH2, PCDH19, | *XLD olan
’ dup TIMMSA gen yok. -
ACSL4, ALG13, CHRDLI1, COL4AS,
CUL4B, DCX, GRIA3, LAMP2, NDUFALI,
50,K Xq22.2 dup | PAK3,PLS3, PRPSI, RNF113A, YOK -
SERPINA7, SH2D1A, STAG2, STEEPI1,
TBC1D8B, UBE2A, UPF3B, XIAP
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