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OZET

Yilmaz SB. Nonsendromik Mental Retardasyonlu Hastalarin &abterik MLPA ile
Degerlendirilmesi.istanbul Universitesi, Cerrahg@a Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim
Dali. Uzmanlik Tezilstanbul. 2011.

Toplumun yaklatk % 1-3'Gni etkileyen Mental retardasyon (MR)g@e etyolojilere
bagli olarak bircok sendromda ve farkli klinik ekspyeslarda ortaya cikabilir. N6ron
hiicreleri bir akson ile ¢cok sayida dendritik uzdait olgur ve birbirleriyle yaptiklari sinaptik
bilegskeler aracikglyla néronal g meydana getirirler. Zekanin bu nérafiradaki plastisite ile
yakindan ilgkili oldugu disinulmektedir. TUm bu yapilarigleyisi ve yapilanmasinda gerekli
faktorlerin ekspresyonundan sorumlu genlerde meydgaiebilecek genetik hatalar mental

retardasyona neden olabilir.

Subtelomerik bolgeler gen icgri acisindan oldukca zengin boélgeler olup,
kromozomal glesmenin bu bolgelerden Bamasi nedeniyle anomali geiine daha aciktir.
Patolojik kromozomal yeniden diizenlenmelegedikromozom kisimlarina nazaran buralarda
siklikla meydana gelir. Bu sebeple nonsendromik sendromik mental retardasyon

olgularinda subtelomerik bdlgelere yonelik ilerc@eme yontemleri gatirilmi stir.

Subtelomerik boélge degsiklikleri daha 6nce ¢oklu konjenital anomali ve/eesnental
retardasyonlu hastalarda gdmis ve deisik hasta gruplarinda yakik % 4-10 arasinda

mental retardasyon ile gkili oldugu tespit edilmtir.

Gen icergi zengin subtelomerik bélgeler néronal morfogenezénzekanin normal
embriyonik gelsiminden sorumlu genlerin de jon olarak yer aldgn bdlgeler olarak
disinulmektedir. Bu c¢cajmayl dizenlememizin amaci, patolojik gdgkliklerin nisbeten
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siklikla saptang subtelomerik bélgelerin toplum icin 6nemli birdtalik olan nonsendromik

mental retardasyonlu hastalardazeidendiriimesidir. Bu dglinceyle nonsendromik mental

retardasyon hastalarinda olasi subtelomerik yenidéiizenlenmelerin  saptanmasi
hedeflenmitir. Diger yandan nonsendromik mental retardasyon hastdirsaptanacak

subtelomerik dgsikliklerin oldugu boélgelerin haritalanmasi yeni aday genlerin
belirlenmesine de 6nemli katkilargayacabilecektir.

Kromozom analizleri yapilngive sayisal-yapisal herhangi bir anomali saptanmadmi
23 ya aralgindaki nonsendromik mental retardasyonlu 29 hastadide edilen DNA’larin
subtelomerik bolgeleri, MLPA insan telomer testedtaracilgi ile kopya sayisi desiklikleri
acisindan deerlendirildi. Hastalarimizdan 5’inin MLPA sonuglauygun olmadiindan
degerlendirme dyinda birakildi. Hastalarimizin 3 tanesinde kopyassaleisikli gi belirlendi.
Bu dezisiklikler 2 hastamizddbxo25 prob bélgesinde azalma, 1 hastamigg@ap2cprob
bdlgesinde artma seklindeydi. Nonsendromik mental retardasyonlu Hastaizda
subtelomerik dgsiklik orani % 12.5 (3/24) olarak belirlendi.

Sonug olarak nonsendromik mental retardasyonluataades Anabilim Dalimizda ilk
kez uygulanan MLPA yontemiyle subtelomerik kopyaisadeisiklikleri belirlenmesinin
duyarli, ucuz, hizli ve givenilir olmasi nedeniyeikte daha fazla kullanim alani bulaggsa

disinulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nonsendromik mental retardasyon, Subtelomerikddélg MLPA
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ABSTRACT

Yilmaz SB. SubtelomeridMLPA Analysis of the Patients with Nonsyndromic Main
Retardation. Istanbul University, Cerrahpasa Mddi€aculty, Department of Medical

Genetics. Istanbul. Specialization in Medicine T§.e2011.

Mental retardation, affecting 1-3 % of the popuati may be present in many
syndromes and variable clinical expression throdidferent etiological reasons. Neuronal
cells are composed of an axonal body and many dentiranches. The neurons come
together to constitute the neuronal network. Metytéd thought to be closely associated with
neuronal plasticity. The genetic abnormalities stfucture and processing of all these

mechanisms may result in mental retardation.

Subtelomeric regions are wealthy for gene cont&iso chromosomal coupling takes
start on subtelomeric region. Thus these regioasrare susceptible to abnormalities giving
rise to mental retardation and subtelomeric analyse being more important day to day in

patients with syndromic or nonsyndromic mentalnadgon.

The copy number changes of subtelomerik regions besh searched in multiple
congenital anomaly and/or mental retardation grobpfre and the detection ratio of

subtelomeric anomalies is changing between 4-10 éiffierent study groups.

Subtelomeric regions are wealthy for genes thatowuc for normal neuronal
morphogenesis and normal embryologic developmemh@itality. We aimed to search an

association between nonsyndromic mental retardatnohsubtelomeric rearrangements. Also
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mapping the subtelomeric rearrangements in nonsymdrmental retardation patients may
contribute identifying the candidate genes.

29 patients aging from 3-23 year-old with normatykdype were included to study.

MLPA analyses were performed with DNA samples &agghe subtelomeric regions.

We found copy number alteration in 3 of our paser# of them were decrease of
Fbxo25probe array region and 1 of them was an increa&pap2cprobe array region. The
results of 5 patients were not suitable for asseasnAs a result we detected the ratio of
subtelomeric copy number alteration in nonsyndropatients as 12.5 % (3/24). Also we
searched the literature for a possible associdgiween copy number alterations of FBX0O25

and PPAP2C probe array regions and mental retardati

As a result this was the first MLPA method appii@atin NSMR patients of our unit
to detect subtelomeric copy number changes. lhasight MLPA is a sensitive and rapid

method so that it can be used for the other pagjenips, too.

Keywords: Nonsyndromic mental retardation, Subtelomericargi MLPA
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GIRIS VE AMAC



Mental retardasyon (MR) dasik etyolojilere bgl olarak bircok sendromda ve farkh
klinik ekspresyonlarda gorulebilir. Toplumun yadtka% 1-3’'Unu etkiledii disintlmektedir.
DSM-IV kriterlerine gore mental retardasyon tamgs 3 kriter gereklidir. Bu kriterler mental
retardasyonun 18 ymdan Once tespit edilgniolmasi, zeka katsayisinin (ZK) 70’in altinda
olmasi, bilssel becerilerden (ilefim, 6zbakim, ev hayati, toplumun g&adigi olanaklari
kullanma, bgimsiz § yapabilme, sglik ve guvenlgi ile ilgili konularda farkindalik duyma)

en az ikisinde yetersiz kalngaklinde belirlenmitir (1).

Noron hucreleri bir akson ve ¢ok sayida dendritéantidan olgup, birbirleriyle
yaptiklari sinaptik bilgkeler araciiglyla néronal & meydana getirirler. Zekanin bu noron
agindaki plastisite ile yakindan gkili oldugu distintlmektedir (2). Tum bu yapilarigleyisi
ve yapilanmasinda gerekli faktorlerin ekspresyoamndsorumlu genlerde meydana

gelebilecek genetik hatalar mental retardasyonamethbilir (3).

Bugline kadar ¢ok sayida kromozomal yeniden dizerdere tek gen anomalilerinin
mental retardasyon hastalarinda tespit egildildirilmi stir (4-7). Zeka ile yakindan ikili
noronal &n dagiru gelsimesi icin gerekli olan yolakta ¢cok sayida geninreyd olmasi
MR’daki genetik heterojeniteyi aciklamaktadir. Nidab gelsim strecinde gorevli genetik
mekanizmalarda meydana gelebilecek hatalar meatatdasyonun yani sira merkezi sinir
sisteminde yapisal malformasyonlar ve hattgsedi sistemleri de ilgilendirebilecek
malformasyonlara da sebep olabilir (8).



Subtelomerik bolgeler gen icgri acisindan oldukga zengin bdlgeler olmasinin
yaninda kromozomalskesme de bu bdlgelerden $adigi icin anomali gelimine daha acik
bdlgelerdir. Bu nedenle mental retardasyon olgotiisubtelomerik bdlgelere yonelik ileri

inceleme yontemleri son zamanlarda 6nem kazanmaKeado).

Subtelomerik yeniden diizenlenmelerin klasik siteggnyontemlerle yakalanmasi
oldukca zordur. Bazi sitogenetik ve molekuler stoefik yontemler (fluorescent in situ
hybridization (FISH), multiplex ligation dependeptobe amplification (MLPA) ve array
comparative genomic hybridization (aCGH)) subtelokndegisiklikleri saptamak amaciyla

kullanilabilmektedir.

Bahsedilen yontemler kullanilarak bugtine kadar senk mental retardasyonlu
(SMR) ve multipl konjenital anomalili (MKA) hastalda subtelomerik yeniden
duzenlenmeler agariimis ve subtelomerik dgsiklik oraninin bu hasta gruplariyla yapilan
farkl calsmalardaki ortalama gerlerinin % 3-5 arasinda gigtigi gorulmisttr (11-18). Bu
yontemlerle subtelomerik dsiklikler saptanmy fakat sorumlu genler henliiz tam olarak
aydinlatilamanstir. Bu sebeple tespit edilen kritik bdlgelerde yadgen argtirmalari birgcok
grup tarafindan surdurialmektedir (19, 20).

Birden ¢ok hastanin ayni andagddendirmesine olanak veren nispeten hizli, kokay v
ucuz bir yontem olmasi nedeniyle gatamizda MLPA yontemini tercih ettik. GUnumuze
kadar MR’li hastalardan ofan farkh calgma gruplarinda MLPA yodntemiyle subtelomerik
degisiklikler incelenmi ve % 2.9- % 13 arasindagigen oranlarda subtelomerik ggiklik
tespit edilmgir (21-22). Fakat litertirde sadece NSMR’li hastdéa subtelomerik
degisiklikleri inceleyen herhangi bir ¢cgimaya rastlaniimadi. Caimamiz NSMR’li hasta
grubunda MLPA yontemiyle subtelomerik gigkli gi arastiran ilk calsma olma 6zelfini

tasimaktadir.

Noronal morfogenez ve zekanin normal embriyoniksgelnden sorumlu genlerin
genomdaki daihmi oldukgca yaygin olmakla birlikte gen icgiri zengin subtelomerik
bblgelerde bu genlerin daha gm oldgunu digunmekteyiz. Bu diiinceyle NSMR
hastalarinda olasi subtelomerik yeniden dizenleznneiespit edilmesi hedeflengtir. Diger
yandan NSMR hastalarinda gen igebhakimindan zengin olan subtelomerikzgeliklerin

haritalanmasinin yeni aday genlerin belirlenmesmemli katkilar sglayac&ina inaniyoruz.



GENEL BILGILER



2.1. Zeka :

Uyaranlar ve bireysel algilar aragilyla soyut ya da somut nesneler arasindagiiyl
kavrayabilme, kaulastirabilme ve bu bilisel slevleri problem ¢6zme gibi bir amaca yonelik
olarak kullanabilme yetenekleri zeka olarak adlafmdaktadir. Zekanin pek cok farkl
tanimlari olmakla birlikte biyolojik temelleri olamgelistirilebilecek bir kapasite ya da
potansiyel oldgu ortak noktasina varilgtir. Bu durumda zeka, bireyin gastan sahip
oldugu, kalitimla dger nesillere aktardi tecriibe etme,genme ve problem ¢ézme vyetisi ile

karakterizedir.

Prenatal, perinatal, postnatal ve cevresel etmeani@misira embriyolojik donemde
beyin gelsiminde rol alan genetik mekanizmalar da zekayirlasien faktorler arasindadir.
Noronal olgum, gelsim ve dizenlenme bir dizi genetik ve epigenetikesis tarafindan
kontrol edilen fizyolojik bir sUrectir. S6zkonusiire¢c ygaamin ilk birka¢ yilinda aktif olarak
devam ederken sonraki yillarda néronggionasi durur. Bu donemde zeka i¢ ves di

uyaranlarin metabolik dizenlenmeler argeyla yeni sinaps okiurmasiyla dizenlenir.
2.2. Mental Retardasyon:

Mental retardasyon toplumun % 1-3'UnU etkiler viesterde kizlara oranla 1.5 kat
daha fazla gorulur (23-26). Diagnostic and StatdtiManual of Mental Disorders (DSM
IV)'e gore bireyde 18 yandan oOnce 1Q (Intelligence Quotient) ggeinin 70’in altinda
saptanmasi ve adaptif fonksiyonlarda belirgin diksiddmasi olarak tanimlanmaktadir. DSM
IV'te adaptif fonksiyonlar; iletim, 6zbakim, ev hayati, toplumun g&digi olanaklari
kullanma, bgimsiz § yapabilme, okulla ilgili beceriler kazanmagbk ve guvenlgi ile ilgili
konularda farkindalik duyma olarak belirtimekte(®#6, 27, 28).

Son zamanlarda MR yerine ‘Intellectuel Disabilit)p tanimlamasinin kullanimi

yayginlamaktadir. Fakat ID, MR’yi de kapsayan daha gémni grubu ifade etmektedir.

MR bireyde ek problemler olmaksizin teksime bulundgunda ‘nonsendromik
mental retardasyon’,skk eden ndrolojik bulgu veya major fiziksel anomabrliginda ise
‘sendromik mental retardasyon’ olarak adlandi{2@).



2.2.1. Mental Retardasyon Siniflamasi:

Mental durum, her toplum icin standardize edginieka katsayisi (ZK=IQ) ile
belirlenmektedir. ZK'ni hesaplamak icin (dl¢llelmleeka yai/ gercek yg) x 100 formuld
kullantlir (30). ZK skorlamasina gore 4 alt grugunur (25):

2.2.1.1. Hafif MR:

(IQ: 50-70) MR’lu olgularin % 80-85’i bu grupta yahr. Duyusal ve motor kayiplarin
cok daha hafif oldgu bu grupta komgma becerisi okul 6ncesi donemde kazanilabilir,
O0zbakim ve bamsiz yagayabilme yetilerine daha erkensiarda sahip olunabilir. Sosyal
iletisim, akademik 6zellikler yatlarina gore geri kalsa da uygun ve zamaninddabgan

egitim ile normale yakin bir yganti sardurebilirler.
2.2.1.2. Orta MR:

(1Q: 35-49) Bu gruptaki hastalar tum MR’lu hastata¥ 10’unu olgturur. Genellikle
konuwma becerisini ge¢ de olsa edinirler, bagierde calgabilir ve 6zbakimlari konusunda
sikintl cekmezler. Orta MR dizeyindekiggococuk kongma becerisini gecikmeyle de olsa
kazanabilir. Sosyal gkileri hafif MR’lu hastalara gore daha zayiftir,ngil toplumsal kural
ve gelenekleri frenmede guglik gekerler.

2.2.1.3. Bir MR:

(IQ: 20-34) MR’lu hastalarin sadece % 4'EiraMR’ludur. Konusma becerisi ya ¢ok
gec kazanilir ya da kazanilmaz. Motor fonksiyordacth gecikmeler gorilebilir. Ozbakim

konularinda gitimleri gti¢ de olsa mumkunddr.
2.2.1.4. Cok Air MR:

(1Q: <20) Tum alanlarda gerilik ile seyreden bumhastalarinda (% 1-2) genellikle
eslik eden dgumsal anomaliler, norolojik problemler de varditinT adaptif fonksiyonlarda

tam gerilik mevcut oldgundan her alanda dealarina ihtiya¢ duyarlar.



2.2.2.Mental Retardasyon Etyoloijisi:

Mental retardasyonun etyolojisini birbirinden keskiatlarla ayirmak cok mumkin
olmamakla birlikte cevresel etkenler ve genetikeatkr olarak 2 buyidk grup altinda

incelenebilir

Sekil 1: Mental retardasyonun etyolojik g@aimi ve sikliklari, Winnepenninckx (31)'den
degistirilerek diizenlennsir.



2.2.2.1. Cevresel Nedenler:
2.2.2.1.1. Prenatal:

Prenatal dbnemde maruz kalinan maternal enfekgiyob&imhlik yapan maddeler,
sigara, alkol, toksik maddeler ve radyasyon fegglif gelsimini olumsuz yonde etkileyerek
MR’a neden olabilir. Annenin sistemik hastaliklgdiyabet, fenilketonudri, vb.), maternal
enfeksiyonlar 6zellikle Konjenital SitomegaloviriRBubella ve Toksoplazmozis intrakranial
kalsifikasyon, hidrosefali, mikrosefali gibi merkesnir sistemi patolojilerine neden olarak
zeka Uzerine olumsuz etkide bulunabilmektedir. Tloksaddeler ise kimyasal ajanlargia
metaller ve tedavi amaciyla kullanilan bazi ilagleklinde siralanabilir. Orrgin, terapotik
amacl kullanilan Retinoik asit turevleri dismorfyz bulgulari, konjenital kalp hastalive
beyin anomalileri ile seyreden Retinoik asit embpgtisine neden olabilir. Hamilelik
doneminde maternal alkol kullanimi Fetal Alkol Semdu (FAS) olarak iyi bilinen c¢oklu
anomali ve mental retardasyonla karakterize bilotabsebep olabilir. Hamilelik toksemisi,
plasenta yerlgm anomalisi gibi plasental yetersighi yol acabilecek her turli sorun da

intrauterin buyime gerfi ve prematuriteye yol acarak MR ile neticelenel{Bil).
2.2.2.1.2. Perinatal ve Postnatal:

Prematirite, mekonyum aspirasyonu, zor-uzadosum eylemi hipoksik iskemik
ensefalopati (HE)'ye neden olabilir. Fetal hayatta akei gelsimini olumsuz yonde
etkileyecek oligohidramniyoz, prematurite, torak®walileri, diyafragma hernileri postnatal
donemde asfiksiye neden olabilintrakranial kanamalar da beyin parankiminde kalasar
yaparak mental retardasyona sebep olabilir. K vitamksikligi, Hemofili gibi hastaliklarda
gozlenebilecek intraventrikiler kanamalar, menemjiiosuyla sonuclanan enfeksiyonlar, ak
maddede bilurabin birikimi yapabilecek hiperbiltniémiler, 6zellikle diabetik anne
cocuklarinda gorilebilecek neonatal hipoglisemi,pokalsemi postnatal ddénemde
konvilziyonlar yaparak mental retardasyon ile redéinebilir. Ygamin ileri yillarinda uyaran
eksikligi, sosyokultirel cevrenin vyapisi, bazi metabolilkgrahojik ve endokrinolojik
hastaliklar ve merkezi sinir sistemi travmalari mi&ntal retardasyonun 6énemli sebepleri
arasindadir (32-34).



2.2.2.2. Genetik Nedenler:

Mental retardasyonun en sik genetik nedeni kromoaoamalileridir. Gorilme sikli
calismalarda % 4-34 arasinda gikgklik gostermektedir (6, 35)Oranlar arasindaki bu

farkhligin calsmalardaki hasta secim kriterlerinden kaynaklgndistinulmektedir.

Kromozom anomalileri yapisal ve sayisal anomalidmak Uzere 2 ana grupta

incelenir.

2.2.2.2.1. Sayisal Koromozom Anomalileri:

Sayisal kromozom anomalisine sahip bireylerigucdetal hayatta kaybedilirler. Bu
sebeple sayisal anomaliler spontan abortus malenpale daha sik goézlenir. Canli
dogumlarda sik goérulen sayisal anomaliler Trizomi Ztizomi 18, Trizomi 13, Turner
Sendromu, Klinefelter Sendromu ile gdr kromozomlarin mozaik trizomi ve mozaik
monozomileridir. Down sendromu 1/ 600-700 insidarmslental retardasyonun en sik genetik
nedenidir (7). Fenotip ¢ok belirgin olgundan genellikle doumdan hemen sonra tani alirlar.
Trizomi 18 ve Trizomi 13 sendromlargia mental ve motor retardasyonun yani sigike
eden dger sistem malformasyonlari nedeniyle ¢cok erken dideele kaybedilirler (36).
Turner sendromlu hastalarin % 99'u intrauterin adde abortus ile sonuclanir, geri kalan %
L'lik kisim ise genellikle okul ganda boy kisafii problemiyle hastaneye pairarak tani

alirlar. Turner Sendromunda mental retardasyonikleebeklenen bir bulgu dgldir (23, 37).

2.2.2.2.2. Yapisal Kromozom Anomalileri:

Kromozom sayisinda bir gmiklik olmaksizin bazi boélgelerin artmasi (duplikasy,
azalmasi (delesyon) ya da yerggérmesi (inversiyon, translokasyorgeklinde olgan
anomaliler yapisal kromozom anomalileridir. Genebligide herhangi bir d#siklikle
sonucglanmayan d@sesiklikler ‘dengeli kromozom anomalileri’, genetiklgide dezisikli ge yol
acanlar ise ‘dengesiz kromozom anomalileri’ olara@landirihir. Sik goérilen yapisal
anomaliler inversiyon ve translokasyonlardir. 3 Mb daha blyuk dgsimler klasik

karyotipleme yontemleriyle gortntilenebilir.



Bu grup icinde yer alan mikrodelesyon sendromlarian sik kaplasilanlari Di-
George (22g11), Williams (7ql1), Prader Willi (13¢13), Angelman (15q11-13), Miller
Dieker (17p13-3) sendromudur. Her bir sendromuirlb&notipik bulgulari olsa da hastalar
arasinda Kklinik farkhliklar mevcuttur. Bunun sebealelesyonun buyilkgilyle ve icerdii
bélgenin gen icegiyle iliskilendirilebilir. Ozgun klinik bulgularin varfinda 6n taniya
dayanan FISH incelemesi, taniya yonelik cok dndnliesttir.

Kromozomlarin subtelomerik bdlgeleri gen igemden oldukca zengin olmakla
birlikte tekrar dizileri de bu bdlgelerde ¢ok siklazundan yeniden dizenlenmelere ¢ok acgik
bolgelerdir (38). Dgisik hasta gruplarinda yapilan bircok gatada birbirinden farkli
sonuclar elde edilrgiir. Orta ve &ir MR hastalarinin % 7.4’0 ve hafif MR’lu hastalafb
0.5'inde neden subtelomerik yeniden dizenlenmedigeSyon/duplikasyon) olarak tespit
edilmistir (18). Klasik karyotipleme yontemi bu gigimleri gbstermekte yetersiz kagalindan
FISH, CGH, MLPA gibi molekiler ve molekuler sitogdik yontemlere ihtiya¢c duyulur.
Hollanda’da 466 mental retardasyonlu hastada yapilivir calsmada konvansiynel
sitogenetik yontemlerle % 8.3 oraninda anomaliitesgilirken, MLPA kullanildginda bu
oranin % 12'ye cikgn bildirilmistir (39). Mental retardasyon hasta grubunda subtelomerik
bdlgelere yonelik ileri incelemelerin gerekdilni bu ¢calsma ortaya koymaktadir.

2.2.2.2.3. Tek Gen Mutasyonlari ildliskili Mental Retardasyonlar

Klinik bulgularin olismasinda tek bir gende meydana gelecek patolojilseibep
oldugu hastaliklar tek gen hastaliklari olarak adlahdiriOtozomal resesif, otozomal
dominant, X’e bgli dominant, X’e bl resesif ve mitokondriyal kalitim 6zeiligosterebilir
ya da sporadik olabilirler. Bu gruplar arasindaigntanimlanan X'e bgll geck godsteren

mental retardasyon grubudur.
2.2.2.2.3.1. Otozomal Kaltimla Ge¢cen Mental Retaabyonlar:

Tek gen mutasyonlarinin sebep dldusendromlarda mental retardasyon siklikla
gozlenir, bu durumda sendromik mental retardasyonohsedilir. Nonsendromik mental
retardasyonlu bireylerde ise % 25 oraninda otozamsdsif kalitim paterni gozlenir slik

eden bulgularin olmamasi ve genetik heterojenitesendromik MR genlerinin
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tanimlanmasini gugiermektedir. Otozomal resesif MR’lu olgularda yajkal2 gen bdlgesi

haritalanmg, bunlardan 5’inde genler de tanimlagtmi(40).

2.2.2.2.3.2. X’e Bgli Mental Retardasyon:

Erkeklerde 1/600 oraninda gozlenir ve hem Kkliniemhde genetik heterojenitesi
oldukca yuksektir. X'e b#i mental retardasyon da sendromik veya non-seniéroiabilir.
Eger X’e bali geck gosteren mental retardasyonglike eden baka bir fizik muayene,
goruntileme, laboratuvar inceleme bulgusu varsaahasndromik olarak kabul edilir.

Olgularin 2/3'si nonsendromik grupta yer alir (41).

Frajil X:

Mental retardasyonun en sik kalitimsal nedeni &ejil X Sendromu da bu grupta
yer alir. X’e b&l geck gosteren mental retardasyon hastaliklarin % 4@hnsorumludur
(35). Down Sendromundan sonra mental retardasyonun egesi&tik nedeni, tim mental

retardasyonlarin ise en sik kalitimsal nedenidir.

Frajil X SendromuFMR1 ( Frajil X Mental Retardasyon) geninin translasyon
ugramayan 5’ bolgesindeki -CGG- clu tekrar dizilarirartsi ile ortaya cikan dinamik
mutasyonlarin sebep olgw klinik durumdur. -CGG tekrar sayisi her normatelde
degiskenlik gostermekle birlikte 6-50 arasinda yer &0-200 arasindaki tekrar sayisina sahip
bireyler premutasyonlu olarak tanimlanabilir. Prémsyonlu bireylerde mental retardasyon
gozlenmezken ileri ydarda premature overyan yetersizlik (POY) ve Frdjilremor-ataksi

sendromu gorilebilir. 200 ve daha cok tekrar saglan bireylerdeFMR1 geninin CpG
11



adaciklarn metillenerek gen inaktive edilir. Bu donda frajil X mental retardasyon proteini
(FMRP) uretilemez ve Frajil X sendromu klinik bulgu ortaya cikar (42, 43).

FMR1 geni Xq27.3 bolgesinde yer alir ve 17 ekzondlagur, 632 aminoasit iceren
FMR proteinini kodlar (resiml) (44). Deneysel hayvealsmalarinda FMRP’nin beyin,
testis, ovum, timus, g6z ve dalak dokusunda ylUks@kda; kolon, uterus, tiroid bezi ve
karacgerde ise daha az oranda eksprese olurken kalp,vaokas dokusunda eksprese

olmadgi gosterilmgtir (43, 45).

Frajil X hastalarinda v&MR1 knock outfarelerin beyinlerinde yapilan ¢gialarda
dendritlerin morfolojilerinin bozuk, normalden dabaun ve ince olduklari gorulngiiir. Bu
bulgudan hareketle FMRP’nin sinaptik plastisitedteerali bir rold oldgu distintlmektedir
(46).
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Resim 1: Frajil X kromozomunun stk mikroskobu ile (solda) ve elektron mikroskobe il
cekilmis goruntusu (s&da). Frajil bolgeler ok ile gosterilgtir. Raffa (48)’'dan dgistirilerek
alinmstir.
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Rett Sendromu

X’e bagl geck gosteren mental retardasyon ilekili diger bir hastaliktir MECP2
(metil-CpG balayici protein 2) genindeki nokta mutasyonlarinegebldi$gu Rett Sendromu
erkeklerde letal seyretmektedir.

X kromozomu'nun MR ile siklikla ifkilendirilmesi aratirmacilari icerdii ili skili
genleri aydinlatmaya itrstir (sekil 2). Bu genler 4 ana kl&k altinda gruplandiriimaktadir
(49):

(1) Rho GTPaz siklusu ve dentritik regilasyon,
(2) RabGTPazlar ve sinaptik vesikul transportu,
(3) Gen ekspresyonunun regulasyonu,

(4) Orphan mekanizmasi

X kromozomu igcegindeki 17 genin hem sendromik hem de nonsendronektah
retardasyonlu hastalarda tespit edilmesi, sendromikionsendromik mental retardasyonun

birbirinden keskin hatlarla ayrilamayaealr distindirmektedir (50).

Gunumize kadar X kromozomunda yer alan 87 adetebidlinsendromik mental
retardasyonla igkili bulunmus, bunlardan 35’'inde sorumlu genler de tespit egtimi
Klonlanan genlerin 18’i nonsendromik MR ile, 17ise hem sendromik hem nonsendromik
MR ile iliskilendirilmistir. Sendromik mental retardasyonlu bireylerde lfifige tespit

edilmis ve 92 tanesinde genler de klonlagimi(51).
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2.2.3. Mental Retardasyonlu Hastanin Dgerlendirilmesi

Mental retardasyonlu bireylerin ills@nada detayll bir anamnezle antenatal hikayeleri
alinmali ve ardindan detayll fizik muayeneleri yagalidir. Aileden olgunun prenatal,
perinatal ve postnatal izlemi, mental- motor gali (sit cocgu doneminde motor g&im
daha onemlidir), buyime-gethe esrileri, gecirdigi hastaliklar ve algn tedaviler, okul
durumu, sosyal igkileri, cevresine ilgisi ve genel davralari, akrabalik ve ailede benzer
olgu varlg! ile ailesel hastaliklar hakkinda bilgi edinilntgti Genel fizik muayeneyi
dismorfik, klinik genetik ve ndrolojik dgerlendirme takip etmelidir. Bulgular daultusunda

uygun laboratuar incelemeler planlanmalidir.

2.2.3.1. Klinik Genetik inceleme:

Dismorfik bulgular, deri ve deri ekleri olan cilsag, tirnak 6zellikleri, kas-iskelet
sistemi anomalileri, der sistem anomalileri ayrintili bigekilde incelenmeli ve mental
retardasyonaséik eden baka bir anomali olup olmagh belirlenmelidir. Aile 6ykusi, benzer
olgu veya dier ailesel hastaliklar hakkinda alinacak bilgi deethir aile gzaci ¢izimi igin

onemlidir.

Bazi bulgular ve davragnbzellikleri ile spesifik hastaliklarin tanisi kdahilir ( tablo
1):
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Otistik Gzellikler Angelman, Rett, Frajil-X, Tuberoskleroz, Kabuki,
tedavisiz FKU, Adenilosuksinat liyaz eksili
Anksiyete Rett, Williams
Kendine zarar verme Lesch-Nyhan, Smith Mageniguisiz FKU
Hiperaktivite Williams, Smith Magenis, MPS tip Il
Hiperfaji Prader-Willi
Streotipik hareketler Rett, Smith Magenis, CDG-lla
Uyku bozuklgu Williams, Smith Magenis, MPS tip llI
Psikoz Di George
Kokteyl davrary kisili gi Williams

Tablo 1. Bazi mental retardasyon sendromlarinda ipucu aebk oOnemli davrasi
fenotipleri, Poplawski (53)'den dsstirilerek alinmstir. (PKU: Fenilketonuri, MPS:
Mukopolisakkaridozis, CDG: Karbonhidrati eksik giprotein sendromu)
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2.2.3.2.Norolojik inceleme:

Norolojik sistem muayenesi mental retardasyonlutdiasia daha da 6nem arz
etmektedir. Hastanin oryantasyon, kooperasyon, isiifet algilama, kongmasi
deserlendirilmelidir. Ardindan kas gucu, kortikal versbellar sistem, kraniyal sinir sistemi

muayenesi, fizyolojik ve patolojik reflekslerin gerlendiriimesi yapiimalidir.

IQ belirlenmesi mutlaka gerekir. 1Q’yu gerlendirmek icin toplumsal standartlara ve
yas gruplarina gore standartize edigmtestler kullanilir. Bu testlerden yaygin olarak
kullanilanlar Denver Developmental Screening T&sElanford-Binet, WISC-R ve Wechsler
Intelligence Scale for Children-III'ttr (54-56).

2.2.3.3.Laboratuvarincelemeleri:

Mental retardasyonlu hastalarda laboratuar incdiemiespit edilen anormal bulgulara
yonelik planlanmalidir. MR etiyolojisinin ¢ok ganiolmasi ve yapilabilecek laboratuar
testlerinin ¢cok cgtli olmasi nedeniyle, MR olgularinda taniya gidemkzaman kazanmak ve
gereksiz testlerin yapiimasini 6nlemek icin algoatar olgturulmustur. Genel bir yaklgam

tarzisu incelemeleri icermelidir (30):

Biyokimyasal Testler:

Idrar ve kan aminoasit dizeyleri, tiroid fonksiyomstteri, idrar organik asit
incelemesi, idrar mukopolisakkarit analizi, kand®zomal enzim analizi, serum Urik asit

seviyesi
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Serolojik-Viral Testler:

Kanda TORCH antikor duzeyleri ile intrauterin dordammaruz kalinan, zekayi

olumsuz yonde etkileyebilecek enfeksiyon hastalikla tanisi konulabilir.

Psikometrik Testler:

WISC-R, Stanford Binet, Brunet-Lezine-R ve Denveeli@gm Skalasi gibi testlerle

MR derecesi aydinlatilir.

G06z Muayenesi ve Gorme Testleri

Lens-Fundus Muayenesi, KI&EP, ERG ile MR’a gik edebilecek gbz ve gbérme

anomalileri saptanabilir.

Isitme Muayenesi velsitme Testleri:

BERA, Odiyometri ile MR’a gik edebilecekgitme problemleri saptanabilir.

Elektroensefalografi (EEG):

Epileptik ndbetleri saptamak icin kullanilir

Merkezi Sinir Sistemi Goruintilemesi:

Kranial MR, BT ya da USG ile yapisal anomalilery kaplayan lezyonlar, kanamalar,
kraniyosinostozisler, metabolik birikimler, vs. pgsetmek mumkanddar.

X-Ray:

Iskelet sistemi goruntilemesi ile iskelet displazilekraniyosinostozisler, bazi
metabolik hastaliklar, vertebra ve kosta anomajierseyreden bazi tek gen hastaliklari
saptanabilir.
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Sitogenetik Testler:

Karyotipleme ve High Resolution Banding (HRB) ilapysal, sayisal kromozom

anomalileri, FISH ile delesyon ve duplikasyonlaspi¢ edilebilir.

Molekiiler Testler:

Subtelomerik incelemeler (FISH, MLPA, MAPH), Mutasyon Analizi, Ay

Incelemeleri
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2.3. Subtelomerik Bolgeler:

Kromozomlarin telomerik bdlgeleri, hicre boélinmessnasinda kromozomlari
rekombinasyon, yikim ve flzyon gibisdetkilere kagi korurken kromozomun buttrguna
ve nikleus zarina tutunarak uygun bir pozisyon almada sglayan her iki uctaki tekrar
dizilerinden ve bu tekrar dizilerinin stabilitesisiggslayan kement benzeri halka yapidan
olusur. Gen kodlamayan bu bdlgeler 10 kb uzgahrca birkag bin kez tekrar eden TTAGGG
dizilerini icerirler (57- 60).Her hicre boélinmesinde telomerler kisalir ve beiti boyuta

ulastiginda hicre bélinmesi durur ve hiicredgamma balar (61).

Telomerik DNA bolgelerinin tekrarlayan hicre boloesn sikluslari nedeniyle
azalmalar yglanma veya somatik hiicreleringf@nmasi ile ilgkilendirilmistir. Bunun aksine
gonadal (germline) hucreler telomerleri degradadgon koruyup azalmalarini gayan

telomeraz enzimi sayesinde uzun émdrla olurlar (68kil 3).

Subtelomerik bélgelerin 5’ ucundan 3’ ucungzdo30- 45 kb’'lik kismi TTGGGG ve
TGAGGG tekrarlarindan ofur ve proksimal subtelomerik dizi olarak adlandirNe az
sayida kromozomda ortak yapidadgekil 6). Kalan 10-15 kb’lik kisim ise distal

subtelomerik bolgedir ve ga kromozomda ortak yapidadir (18, 63).
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Sekil 3: Telomer bdlgesinin kromozomal yegiminin sematik gosterimi. San Jose (64)'den
degistirilerek alinmstir.
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Subtelomerik  bolgeler mental retardasyon etyologlen siklikla sorumlu
tutulmaktadir. Bunun nedeni translokasyonlarigugdukla telomer bélgeleri de icermesi, bu
bdlgelere yakin subtelomerik bélgelerin gen igi@in ¢cok zengin olmasi, kromozomlarin
eslesmesinin subtelomerik bolgelerden slzanasi nedeniyle mayozun erken déneminde

meydana gelebilecek hatallesmelere acik olmasidir (65- 69).

Subtelomerik dgisiklikleri saptamak icin kullanilan yontemlerin eraygin olanlari
Subtelomerik FISH, array-CGH ve MLPA’dIr.

2.3.1. Subtelomerik FISH:

Metafaz evresinde denatire edilen DNA'nIn oligowikid problarlagaretlenmesi ve
ardindan sentetik telomere spesifik FITC (floresmiothiocyanate)saretli oligonikleotid
problarla hibridize edilerek 4,6-diamino-2-phenylate (DAPI) veya propidium iodine (PI)
ile boyanip floresan mikroskop veya dijital goriletae sistemi ile dgerlendirmesi esasina
dayanir (70).

2.3.2.Array-CGH:

Test ve referans hicrelerden elde edilen genomikA'RNN farkh renkte
florokromlarla karetlenmesi, tekrar bdlgelerini kapatmak icin Hum@ot-1 DNA ile
muamele ve hibridizasyon sonrasi florokromlardaynikilanan renk farkliliklarina gore

kromozmal kayip veya kazanclarin belirlenmesi esadayanir (71).
2.3.3.Subtelomerik MLPA:

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (®A) yontemi ilk olarak 2002
yilinda Schouten ve arkadar tarafindan tanimlangtir (72). Yaklasik 45 spesifik dizinin,
multipleks PZR sonrasseamanli dgerlendiriimesine olanak vergliyeni bir metottur $ekil
4). Amplifikasyon drinleri kapiller elektroforez hazi ile aywtirihr. Olusan 130-490
uzunlygundaki fragmentler jel paternine uygundur. Sonuglarkontrol orngiyle
karsilastirilmasiyla delesyon ya da duplikasyonsiyan diziler tespit edilir. MLPA
reaksiyonunda 45 dizinin amplifikasyonu i¢in sad20eng insan DNA'sI yeterli olmaktadir.
Teknigi uygulamak icin gerekli gier araclar her laboratuarda kolaylikla buluguiodan ve
diger tekniklere goére daha ucuz ve hizh @dodan MLPA siklikla tercih edilmektedir.
Teknik ilk ortaya cikgindan sonra ihtiyaglar goultusunda birgok dgsiklige usratiimistir

(73).
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MLPA

Calisma Prensibi

-DNA denatiire edilerek problarla hibridize edilir.

- Her bir probun biri sentetik, digeri ise M13 kaynakhdir.

PCE primer dizisi Y PCR primer Dz X

L M13 kaynakli her

[olen iz
Hibridize olan dizi oligoniikleotid dizisi
ola
Hlee o e farkh problarda farkh

Hibridize olan dizi dolgu dizisine sahiptir.

X
Her bir prob hedef
)
5 \Y diziye bitisik bélgeye
hibridize olur.
3 Hedef A 5 S \Y
edef .
3" HedefB )
X
X Her probun iki pargasi

5 termostabil ligaz enzimi

:\Y 5{ ile birlestirilir.

3 Hedefl A 5 s )
3 Hedef B

(&)

Ligasyon sonrasinda tek parga halindeki problar tek bir primer cifti kullanilarak PZR ile gogaltilir.

Y X Y X Uzunluklari 130-480 bg
arasinda degisen prob
5’ 3’ 5 3’ iiriinleri elde edilir.

Uriinler kapiller elektroforez ile yiiriitiiliir ve degerlendirme yapilir.

Sekil 4: MLPA yonteminin temelgleyis algoritmasi. Schouten ve ark., 2002'den (72)
degistirilerek alinmstir.
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Sekil 5: Cogaltilan MLPA problarinin kapiller elektroforezdenatiilmesi ile elde edilen pikler ve buyukltkleri.

(Schouten ve ark., 2002’'den (72)sdgirilerek alinmstir)
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MLPA problari 5’ ve 3’ uglarinda PZR ile tek primeifti kullanarak ayni anda
cogalmalari igin tanimlayici diziler igerirler. Herrlpprob, hedef diziye hibridize olduklarinda
birbirine eklenebilecek iki oligonukleotid iceriProb drtnleri 130 ve 490 baz cifti arasinda
desisebilen uzunluklardadigékil 5). Her MLPA probunun iki oligonikleotid pagadan bir
tanesi kimyasal olarak sentezlentimive 5' ucunda PZR ile amplifikasyon icin sabit @izi
ve 3' ucunda hedefe spesifik olan dizi bulunur.bBrodger oligonukleotidi 5' ucunda 25-43
nikleotid uzunlgunda ve ilk oligontkleotide koga sekilde hedef diziye hibridize olan diziyi
icerir, 3' ucunda ise PZR ile amplifikasyonda knilacak olan sabit dizi ve 19-370 nikleotid

uzunlysunda dolgu dizisi bulunur (72).

Gunumuzde ticari olarak mevcut oligonukleotidler-8M nikleotid uzunkunda
olmakla birlikte MLPA kalitesini kanlayacak yapida olmadiklarindan MLPA ydnteminde
kullanilacak oligonukleotidler kimyasal olarak (kder. Bu oligontkleoditlerinin sentezi
icin M13 klonlarinin tek zincirli DNA’st kullanilimgtir. M13 DNA’sI tamamlayici
(komplementer) oligonukleotidlerin panmasi ile kismen cift zincirli hale getirilgtir ve iki
restriksiyon endontkleaz ile kesilgtit. Bu enzimlerden bir tanesi DNA'yl kendi tanima
bolgesinde, hedef diziye mukemmel bir komplememiacak sekilde fosforile 5 ucundan
kesmektedir.

MLPA yontemi secilecek ¢aima grubuna gore farkli kitlerle uygulanir. 35-42lpr
iceren Kkitler problar arasinda 6 yada 9 baz cifuinluk farki olacaksekilde dizayn edilir.
Spesifik bir MLPA prob kitinde kullanilan batin prar farkli M13 kaynakl vektorlerden
elde edilirler ve farkli dolgu ve hibridizasyon dkzi icerirler. Farkli problarin birbirleri ile
heterodubleks yapi geglirmesini dnlemek icgin problarin sadece u¢ kisimlartak dizi
icereceksekilde ayarlanir. Bunun igin 118 farkh dizide veunlukta dolgu dizisi iceren M13
kaynakli MLPA vektori hazirlanmstir. Hedef diziye 6zgiin sentetik oligontkleotitlgerekli

dizi uzunligunu sglayacak esneklikte bu vektorlere kolayca eklendéili
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M13 kullanilarak sentezlenen oligonikleotid probiar hibridize olmayan dolgu
dizilerinin farkh uzunluklari farkli uzunlukta aripkasyon trtnlerinin olgturulmasinda rol
oynar. Hibridize olan hedefe spesifik kisa dizis mutasyonlari saptamada ve tek niukleotid
polimorfizm analizlerinde de hedef diziye kompdtégarismall) balanmadiklarindan dolayi

avantaj sglamigtir (73).

Hibridizasyon ve ligasyon samalarindan sonra PZR ile amplifikasyonda butin
problar icin bir tek cift primer kullaniimaktadiiPrimerlerden bir tanesi FAM [N- (3-
fluoranthyl) maleimide] ile garetlenmgtir (74). Genomik DNA’da oldgu gibi mRNA

arastirmalarinda da kullanilabilir (75).

2.3.4. Subtelomerik Yeniden Dizenlenmelerin Argiirilmasinda MLPA Yonteminin

Uygulanmasi:

Calismamizda kullanilan MLPA SALSA P070 Human Telomer&iinde her bir
subtelomerik bolge icin ayri prob bulunmaktadirol®ar telomer komulugundaki iyi
belirlenmg genlerle hibridize olacakekilde dizayn edilmtir. Diger kromozomlardan farkl
olarak 13, 14, 15, 21 ve 22. kromozomlar hemen Inetid p kolunu kapsayan 10 Mb veya
daha fazla buyuklikte tekrar dizileri icegdiden bu kromozomlar icin p telomer bdlgesi
yerine g kollarinda sentromere yakin bélgeye gdob glizisi tasarlanmtir. Benzer amaclar
icin kullanilan PO69 kitinde ise 13, 14, 15, 21 22. kromozomlar i¢in tasarlanan bu 5
sentromerik prob bulunmamaktadir. PO70 kitindelobteirdan tamamen farkli dizilerdeki
problardan olgan P036 kiti yine subtelomerik bélgeler icin Unaig olup PO70 Kitinin

sonugclarini dgrulamak icin oldukca 6nem gostermektedir.

X ve Y kromozomlarinin p-telomerik uclarinda yeraral yaklaik 2500 Kb
uzunlygundaki DNA dizisi her 2 seks kromozomunda da §adeBu bdlge psédootozomal
bblge (PAR1) olarak adlandirlir. X ve Y kromozomlaenzersekilde q kollarinda da 800
Kb uzunligunda 6zdg bdlge icerirler ve bu bdlge de PAR2 olarak adlahdi S6zkonusu
PAR bolgelerindeki genler go erkek ve diide 6zde kopya sayisina sahip olglundan
otozomal kalitilan genler gibi davranirlar. PO70 telomerik olmayan Y kromozomuna 6zgu
2 kucuk sentetik MLPA probu yaninda her 2 X/Y PABtdesi i¢in birer adet prob icerir.

Sonug olarak PO70 kiti toplam 46 adet prob icermeikt
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Kullandigimiz PO70 kiti bir veya daha fazla kromozomun tedomclarindaki genlerde
meydana gelen delesyon ya da duplikasyonlari tegpiek Uzere dizenlengtir. Heterozigot
delesyonlar sorumlu bolgenin pikinde % 35-50 ordainbir digus olarak kendini
gosterecektir. Herhangi bir mutasyon ya da polimorf de bglanma bélgesinde yer
almamasina ganen ilgili bdlgenin pikinde azalmaya yol acabilgicwlen ve bazi prob
sinyalleri Urindn saffina ya da deneysel #dlardaki kicuk dgisikliklere daha duyarli
oldugundan MLPA ile tespit edilen bulgularin gér tani yontemleriyle desteklenmesi
onerilmektedir (76, 77).

Subtelomerik MLPA gunimuize kadar mental retardalsypncoklu konjenital
anomaliler, spontan duklerde etyolojiyi aydinlatmak amach kullanikhr ve hala
kullaniimaktadir (78, 79).

P0O70 kitindeki problarla elde edilen Urinler 13248t uzunlgundadir. Buna ek
olarak 120 nt'ten daha kuguk 10 kontrol bolgesiniirde vardir. Bunlarin 64-70-76 ve 82 nt
uzunlygunda olanlari DNA kalitesini gerlendirmeye imkan tanir ve ‘Q-fragmentleri’ olarak
adlandirlir. D-Fragmentleri ise 88-92 ve 96 nt nimgundadir ve DNA denaturasyonunu
kontrol etmeyi sglarlar. Diger bir X kromozomuna 6zgi fragment 100 nt uzgaohdadir, Y

kromozomuna 6zgu 2 fragment ise 105 ve 118 nt wgunidadir.

MLPA yonteminde kullanilacak DNA 6rneklerinin hepsyni ayrgtirma metoduyla

elde edilmg olmahdir.
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Tablo 2: MLPA SALSA P070 subtelomerik Kiti Prob Bolgeleri.

(Renklendirilmi satirlar kopya sayisi gekligi saptanilan prob bdlgelerini gostermektedir)

Kror_nozom SIS Hibridize olunan genler Teg;r:]ere Genin yer
Lokalizasyonu (nt) mesafe (bg) aldigi ekson
64-70-76-82 Q- fragmentleri
88-92-96 D- fragmentleri
100 X-fragmentleriamoT geni)
105 Y fragmentleriuTy geni)
Yqll.21 118 Y fragmentlebxay) 18
01qg44 132 SH3BP5L 206,527 3
02q37.3 139 ATG4B 499,642 7
030929 145 KIAA0226 1,668,619 22a
04q35.2 152 FRG1 163,922 1
05035.3 160 GNB2L1 235,982 2
06927 166 TBP 411,721 2
07936.3 172 VIPR2 193,433 2
08g24.3 179 RECQL4 566,131 17
09q34.3 186 EHMT1 496,218 10
10926.3 193 ECHS1 348,315 8
11925 202 IGSF9B 1,560,42b 20
12924.33 211 ZNF10 209,690 5
13934 218 CDC16 100,461 8
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14g32.3 226 MTAL 1,368,896 7
15G26.3 233 TM2D3 331,045 3
16G24.3 241 GASS8 184,569  1lb
17G25.3 250 SECTM1 2,878,463 4
18023 258 CTDP1 541,302 8
19q13.43 265 CHMP2A 962,954 3
20q13.33 274 UCKL1 389,526 6
21q22.3 281 S100B 97,594 2
22q13.33 290 ARSA 178,105  id
Xq28/Yq 87,986 o
(PAR2) 298 VAMP7
01p36.33 306 TNFRSF18 1,179,540 4b
02p25.3 315 ACP1 267,173 5
03p26.3 323 CHL1 336,454 3
04p16.3 329 PIGG 321,600 7
05p15.33 337 CCDC127 258,985 3
06p25.3 346 IRF4 339,971 3
07p22 355 UNCB84A 651,757 3

09p24.3 370 DOCKS8 376,404 23
10p15.3 379 ZMYND11 216,058 2a
11p15.5 387 BET1L 195,520 3b
12p13.33 393 JARID1A 287,064 23

13911 402 PSPC1 19,244,620 1
14911.2 409 PARP2 20,8117743 16
15911.2 418 NDN 23,930,562 1
16p13.3 427 DECR2 402,289 9
17p13.3 436 RPH3AL 177,326 2
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18p11.32 444 THOC1 204,80 21
20p13 459 ZCCHC3 218,304 1
21q11.2 466 HSPA13 15,743,439 2
22q11.1 478 IL17RA 16,601,309 4
Xp22.33/Yp 571,796 .
(PAR1) 484 SHOX
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Sentromer

Sub-telomer

Telomerik tekrarlar

Telomer

Sekil 6: Sentromerik, telomerik ve subtelomerik bolgelesmatik gérinimiMorissette ve
Flamand 2010’dan (80) datirilerek alinmgtir )
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GEREC VE YONTEMLER
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3.1.Gereg¢ (Hastalar):

Calisma grubumuz 2002-2011 yillar arasinda Cerrghdap Fakiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Genetik Poliklintinde mental retardasyon tanisi konularak izlenestater
arasindan secilerek agturuldu.

“Nonsendromik mental retardasyon”, bireyde ek peoiler olmaksizin sadece MR
bulunmasi olarak kabul edilmektedir (29). Galamiza bu tanima uygun hastalar dabhil
edildi.

Detayli anamnez ile travma, enfeksiyon ve hipolesiei olmayan, pre ve perinatal-

postnatal dykileri normal olan hastalar belirlendi.

Bu hastalar arasindan dismorfik yliz bulgusu, viodduanatomik veya fonksiyonel

engeli olan hastalar ¢cgnanin dsinda birakildi.

Hastalar MR etyolojilerini aciklayabilecek sitogéke anomaliler acisindan
karyotipleme ile dgerlendirildi ve sonucunda herhangi bir kromozomabraali saptanan

hastalar cajmadan cikartildi.

Yapisal merkezi sinir sistemi malformasyonlari M&'gebep olabilegenden tim
hastalar beyin MR goruntilemesi ile ggelendirildi ve anormal bulgusu olan hastalar

calismaya dahil edilmedi.

Erkek hastalar Frajil X yoninden Frajil X skorlammestabi tutuldu, 15 ve Gzerinde

puan alanlar cailmaya dahil edilmedi

Bazi dg@umsal metabolik hastaliklarda MR gorulebilgioglen hastalar idrarda
organik asit ve kanda aminoasit analizi ile metikblmhstaliklar agcisindan incelendi. Sonuclari

normal olan hastalar belirlendi.

Degerlendirmeler sonucunda 15'i kiz, 14'G erkek olmékere toplam 29 hasta
calismaya dahil edildi.

Tdm hastalarin ailelerinden bilgilendirilgniolur formu alindi. Hastalardan 6rnek
alinimi ve analiz gayjmalarina Etik Dgerlendirme Kurul onay! alindiktan sonrsslaadi.
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2. Yontem

3.2.1. Calgmada Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri

e Buzdolabi (Vestel)

« Derin Dondurucu (-XT)

* Nanodrop spektrofometre (Thermo Scientific-ND 2000c

e Laminar air-flow (Heal Force)

» Mikropipet (Thermo Scientific)

* Mini Santriftj (Thermo Scientific)

» Santrifij (Hettich Retina 420R)

* Etilv (Shel Lab)

* Termal dongi cihazi (PZR) (T-TC 5000)

* Vortex (Wise Mix-VM10)

* Genetik Analiz Sistemi (ABI 310-Genetic Analyzer)

» DNA Izolasyon Kiti (Roche DNA lIsolation Kit For Mammatialood)
e MLPA SALSA P070 Subtelomerik Prob Kiti (MRC-Hollanpd

* Molekuler Genetik uygulamalari igin gerekligér sarf malzemeleri



3.2.2. DNAIzolasyonu:

DNA izolasyonlari yari manuel DNA izolasyon kitigtolog no:11667327001, Roche
DNA Isolation Kit For Mammalian Blood, Manheim, Geany ) yardimiyla gggida belirtilen
protokole uygun olarak EDTA’lI kanlardan gercekielmistir. Sonug olarak her orge ait
en az 2 pug DNA elde edilstir.

e 2cc kan orngi 15ml'lik falkon tuplere alindi

» Her bir falkon ttipe 6ml Red Blood Lysis Buffer (RB).eklendi

* Kan ve RBLB karimi iceren tupler 10 dakika (dk) boyunca kanldi.

* 900 rcf'te 10 dk santriftj edilerek hicrelerin dig@g&mesi beklendi.

» Santrif(j sonrasi, tipun ustindeki sivi kisim @tiistine 1ml White Cell Lysis Buffer
eklendi.

« Karisim iyice 6zde olana kadar pipetaj yapildi ve 37de 15 dakika bekletildi.

e Her bir tipe 500 ul Protein Precipitation Bufferlexidi ve 30 saniye vorteks
uygulandi.

+ Ornekler 1.5ml'lik ependorf tiiplere aktarildi.

e 12000 rcf'te 10 dakika santriflj yapildi.

« Siviseffaf kisim 15 ml'lik falkon tiplere alindi ve Gzee iki kati kadar sguk % 100
etil alkol eklendi.

* DNA'lar goriluinceye kadar yayea calkalandi.

e GOrundr hale gelen DNA yeni 1.5 ml'lik tlplere alin

» DNA uzerindeki sivi kisim atilarak yerine 1 mlgs& % 70 etanol eklendi ve 875
rcf'te 5 dakika santrifij edildi.

* Dibe ¢oken DNA'ya dokunmaksizin Ustteki sivi kisatridi.

« Kurutma klemi icin gzi acik haldeki tipler 3T'de bekletildi ve tam kuruma elde
edilinceye kadar araliklarla kontrol edildi.

e Kurutma gleminin hemen ardindan DNA’lar 100 mikrolitre DNa#Z su ile

¢6zunduralda.
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3.2.3. DNA Orneklerinin MLPA Yo6ntemiyle Analizi:
3.2.3.1. DNA Denatiirasyonu Ve SALSA P070 Prob Miklle Hibridizasyonu:

* DNA drneklerinden qul (50-100 ng/ ul DNA) alindi.
* Alinan drnekler 20Qu lik PZR strip tuplerine aktarildi.
- 98°C de 5 dk bekletilerek DNA'lar denatiire edildi.

« Ornekler 28C’ye sgzutulduktan sonra her bir tiipe 1.5 pl SALSA Probe KR070)
ve 1.5 pul MLPA Buffer eklenilerek pipetaj yardimayhomojenize edildi.

« Ornekler 98C'de 1 dk. inkibe edildikten sonra 16 saat siresiG&C'de
bekletilerek hibridizasyon gandi.

3.2.3.2. Ligasyon Reaksiyonu:
* Ligaz kargimi (her bir 6rnek icin 3 pl Ligase-65 buffer A 48 Ligase-65 buffer B

+ 25 pl su ve 1 ul Ligase-65 enzimi olacakilde) hazirlandi ve érnekler ¥2'ye
sqgutularak her bir tipe 3@ karigimdan eklendi.

« Ornekler ayni sicaklikta 15 dk, hemen ardindgiiC@le 5 dk kadar bekletildi (Ligaz
inaktivasyonunu ggamak amaciyla).

3.2.3.3. PZR:

* Her biri 4ul SALSA PZR Buffer + 26ul distile su iceren yeni PZR strip tupler

hazirlanarak ligasyon drtinlerinden 1Qidualinarak yeni hazirlanmbu tuplere

eklendi. Bu gamada pipetaj yardimiyla homojenize edildi.

* Bir sonraki gama icin gerekli olan polimeraz kami (her bir tlp icin 2 pl SALSA
PCR-primer + 2 pl SALSA Enzyme Dilution Buffer +55ul su ve 0.5 ul SALSA
Polymerase enzimi olacakkilde) hazirlandi.

« Yeni hazirlanan tiiplerin sicaili6(’C’ye geldiginde hazirlanan polimeraz
karsimdan 10’aul eklendi.
» PZR ureaksiyonu 35 dongi (@de 30 sn denatiirasyon,60de 30 sn bganma,

72°C’'de 60 sn uzama olarak) ve en son uzama®@8e 20 dk. olacaksekilde
duzenlendi.
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3.2.3.4. PZR Urunlerinin ABI 310 Genetic Analyzer Ghazina Yuklenmesi ve Analizi

* Her bir tip icin 20 ul deiyonize formamid ve uBLiz Size Standart iceren kguim
hazirlanarak 2@er pl ABI 310 yikleme tuplerine daildi.

* PZR drunlerinden de 1.5 pl alinarak yukleme tiipkeeklendi.

« Hazirlanan yuikleme tipleri 2 dk suresinc€®@8e bekletilerek denatiire olmalari

sgzlandi.

» ABI 310 cihazinda; calma sartlarinda injeksiyon zamani 15 kV’'de 10 saniye,
ylritme zamani 15 kV de 35 dk, gata sicakligi 60°C ve filitre C olacaksekilde

duzenlemeler yapildi.
« Ornekler ABI 310 cihazina yuklenilerek, Gene Mapprogrami ¢agtirildi.

* Her hasta ve referans opmee ait pik gortntuleri ve pik alanlari elde edildi

3.2.3.5. Dgerlendirme:

MLPA fragmentlerinin buyiklikleri arasindaki farikk kapiller elektroforezden gegi
sirasini belirlemektedir. Fragmentlerin uzunlukigize) ve piklerinin alanlari GeneMapper
programi ile dgerlendirilerek Excel dosyasi formatinda kaydedilBu aamadan sonra
deserlendirmenin dgru bir sekilde yapilabilmesi icin spesifik olmayan ampldgyon
artnlerinin piklerinin kaldirilmasi gerekmektediBu amacgla MLPA SALSA P070 prob
miksinde bulunan standart prob pikleriggedendirmeye alindi, der pikler kaldirldi.

DNA’nin miktar1 ve denatirasyonun @ikl bir sekilde yapilip yapilmadini
degerlendirmek icin DD (DNA Denaturasyon) ve DQ (DNAugntity) fragmentlerinin
incelemesi gerekmektedir. Bu amagla DQ fragmentikyi DNA miktar dizeyi analiz
edilebilirken DNA denaturasyon diuzeyi DD fragmerntiee incelenebilmektedir. 64, 70, 76,
82 bp zunlugundaki 4 pik DQ kontrol piklerine, 88, 96 bp uzunlugundaki 3 pik ise DD
kontrol piklerine aittir.
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Kontrol ve hasta pikleri Coffalyser 4.0 programuaiarilarak dgerlendirildi. Hasta
orneklerin tim pik alanlari i¢in, her bir pik alaoi bélgedeki batin piklerin toplam pik

alanina bolinmesi yoluyla birbirlerine gbre oranddan yapildi.

Bu oranlar, herhangi bir kromozomal yeniden dizemie taimadg! bilinen, hasta
ornekleri ile ayni gamalara tabi tutulmu3 salikli kontrol DNA érnesinden elde edilen pik
alanlarinin (eksternal kontrol pikleri) ortalamanaglari ile kiyaslanarak doz belirlemesi
yapildi. Elde edilen dgr 0.7'nin altinda ise delesyon yoninde, 1.3'Unuridé ise

duplikasyon yonunde degerlendirildi.
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BULGULAR
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4.1. Hastalarin Klinik ve Laboratuvar Bulgulari:

Calsmaya, Cerrahpa Tip Fakulltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal Genetik
Polikliniginde, 2002- 2011 yillari arasinda takip ve tedaviapiimis nonsendromik mental

retardasyonlu hastalar alindi.

Hasta grubumuz, 15’ kiz, 14’G erkek olmak lzerplam 29 kgiden olymaktaydi.
12 yas, tim

hastalarin ygportalamasi ise P12 yas olarak hesaplandi. Hastalarin en kiigi?”*? yasinda,

Kiz hastalarin yq ortalamasi 141*? yas, erkek hastalarin yaortalamasi 1

en byl ise 23 yaindaydi (tablo 3). Hastalarin 18’inde ebeveynlersarda akraba evidi

mevcuttu (tablo 3).

Iki hastamizda 1qgh agti(M-04 ve M-05), 1 hastamizda 1gh ve 16 ghsafiv-15), 1
hastamizda ise 9. kromozomda inversiyon tespitdedBu sonuglar polimorfizm olup
herhangi bir klinik bulguya yol agcmadiklari bilinktedir (tablo 4).

Beyin MR goruntilemesi ile 2 hastamizda korpusdsalmda incelme (M-03 ve M-
27), 1 hastamizda araknoid granilasyon (M-25) eadtamizda da araknoid kist (M-15)
saptandi. Bu bulgular varyasyon olup herhangi bimikk bulgu ve sendrom ile

ili skilendirilemedi.

Hastalarda bir/iki min6r dgumsal anomali dinda belirgin dismorfik bulgular
bulunmamaktaydi. M-01 hastamizda kucuk kulaklarpe&tus ekskavatus deformitesi, M-
02'de Reynaud fenomeni, M-03'te her iki el 5. paknmaetakarplarinda kisalik, M-04 ve M-
05'te eklemlerde hiperekstansibilite, M-06da ingearmaklarin yaninda pes planus
deformitesi, M-07'de aksesuar memsaibae mikrognati, M-08’de hafif i¢cgen ylz gorinimd,
M-13'te disuk kulak, M-14 hastamizda persiste fetal fingerl@adv-15'te hipertelorizm ve
bilateral epikantal katlanti, M-16'da her iki elis. parmaklarinda klinodaktili, M-19'da
telekantus ve yuksek damak, M-22’de mikrognati gkla ezotropia, M-23'te telekantus ve

dizensiz diler, M-24'te telekantus, M-25'te yiksek burun kokdibilateral klinodaktili, M-
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26'da bilateral epikantal katlanti ve ince alt dkd&-27'de hipertelorizm ve bilateral
klinodaktili, M28'de solda epikantal katlanti il@gsik pinna tespit edildi. Hastalarimizdaki
bu min6r anomaliler herhangi bir anatomik veya f&ig&nel bozuklga yol agmadii gibi

herhangi bir sendromla daskili bulunmamstir (tablo 5).

TUm hastalarimizin idrar organik asit ve kan amsitoanalizleri normal neticelendi
(tablo 5).

Mental retardasyonlari psikometrik testlerle dgrdtanan hastalarimiz, herhangi bir
sendromla igkilendirilemeyen nonsendromik mental retardasyasrad belirlendi. Ayrica,
erkek hastalar Frajil X skorlamasina tabi tutuld6, ve Uzerinde puan alanlar galanin
disinda birakildi.

Prenatal ve postnatal hikaye tim hastalarimizgaldo(tablo 5).
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M-01 16 E 1° kuzen
M-02 17 E 1° kuzen
M-03 23 K 2° kuzen
M-04 11 E Yok
M-05 14%* K Yok
M-06 13112 E 1° kuzen
M-07 9 E 1° kuzen
M-08 167* E Yok
M-09 1812 E Yok
M-10 8 K Yok
M-11 15 E 2° kuzen
M-12 14 K 2° kuzen
M-13 6 E 2° kuzen
M-14 11 K 2° kuzen
M-15 gl/12 K Yok
M-16 g3/12 K 2° kuzen
M-17 13%%2 K Yok
M-18 15012 K Yok
M-19 124% E Yok
M-20 117* E 2° kuzen
M-21 g/ K 1° kuzen
M-22 3°/12 K 1° kuzen
M-23 11 K 1° kuzen
M-24 16 K 1° kuzen
M-25 6 E 1° kuzen
M-26 59/12 K 2° kuzen
M-27 2912 K 1° kuzen
M-28 g3/12 E Yok
M-29 67/%2 E Yok

Tablo 3: Hastalarin ebeveynleri arasinda akraba @vidlup olmadgi, yas ve cinsiyetleri
Ozetlenmtir.
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Hastalar Karyotip Kranial MR Metabolik
Testler
M-01 46,XY N N +
M-02 46,XY N N +
M-03 46,XX KK anterior gévde kisminda hafif incelme N +
M-04 46,XY,1gh+ N N +
M-05 46,XX,1gh+ N N +
M-06 46,XY N N +
M-07 46,XY N N +
M-08 46,XY N N +
M-09 46,XY N N +
M-10 46,XX N N +
M-11 46,XY N N +
M-12 46,XX N N +
M-13 46,XY N N +
M-14 46,XX N N +
M-15 46,XX,1gh+,16gh+ Araknoid kist N +
M-16 46,XX N N +
M-17 46,XX N N +
M-18 46,XX N N +
M-19 46,XY N N +
M-20 46,XY N N +
M-21 46,XX N N +
M-22 46,XX N N +
M-23 46,XX N N +
M-24 46,XX N N +
M-25 46,XY Araknoid graniilasyon N +
M-26 46,XX N N +
M-27 46,XX KK ince N +
M-28 46,XY,inv(9)(p11g13) N N +
M-29 46,XY N N +

Tablo 4: Hastalarin karyotip, beyin MR gorintilemesi ve rhetik testlerinin sonuclari

Ozetlenmgtir.

(KK: korpus kallosum, MR: mental retardasyon)
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Hastalar | Prenatal Hikaye Postnatal Hikaye Fizik Muayene

M-01 N N kulaklar hafif kiiglik, pektus ekskavatus
M-02 N N Reynaud fenomeni

M-03 N N bilateral 5. parmak metakarpinda kisalik
M-04 N N eklemlerde hiperekstansibilite
M-05 N N eklemlerde hiperekstansibilite
M-06 N N pes planus, ince parmaklar
M-07 N N mikrognati, aksesuar meme basi
M-08 N N uggen yuz

M-09 N N N

M-10 N N N

M-11 N N N

M-12 N N N

M-13 N N dusuik kulaklar

M-14 N N persiste fetal finger padler
M-15 N N hipertelorizm, bilateral epikantus
M-16 N N her 2 el 5. parmaklarinda klinodaktili
M-17 N N N

M-18 N N N

M-19 N N telekantus, yiiksek damak

M-20 N N N

M-21 N N N

M-22 N N mikroretrognati, sol ezotropia
M-23 N N telekantus, diizensiz digler

M-24 N N telekantus

M-25 N N ylksek burun koki, bilateral klinodaktili
M-26 N N bilateral epikantus, ince alt dudak
M-27 N N hipertelorizm, bilateral klinodaktili
M-28 N N sol epikantus, yapisik pinna
M-29 N N N

Tablo 5: Hastalarin prenatal ve postnatal hikayesi ile fipilkayene bulgular 6zetlengtir.
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4.2. MLPA Bulgulart:

Toplam 29 NSMR hastasinda yaptniz MLPA analizinde 5 hastadan elde edilen

sonuglar DD ve DQ piklerinin normalinginda saptanmasi nedeniylegddendirme dyinda
birakildi. 24 hastadan 1'inde (M-21) artma, 2'sindé11 ve M-16) azalma olmak Uzere
toplam 3 hastada subtelomerik kopya sayigistidi gi saptandi (3/24) ( Tablo 6).

M-11 FBX025 Azalma/0.60 8p23.3
M-16 FBX025 Azalma/0.62 8p23.3
M-21 PPAP2C Artma/1.43 19p13.3

Tablo 6: MLPA ile KSD saptanan hastalar, prob bolgeleri féridize olduklar

lokalizasyonlar 6zetlentir.
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Coffalayser programi kullanilarak hasta ve konpideri normalizasyon sonrasinda

deserlendirildi.

Fbxo25 probuna ait M-11 hastamizin pik yuksgkl2577, kontrol 6rng@nin pik
yuksekligi ise 5321'di. Coffalayser programi kullanilarakpyan deerlendirmede hasta ve
kontrol piklerinin birbirine oranlamasi neticesind®0 dgeri elde edildi $ekil: 7). Bu dger
0.7’den kucuk oldgu icin hastamizinFbxo25 prob pikindeki azalma, delesyon yoninde

deserlendirildi.

Fbxo25 probuna ait M-16 hastamizin pik yuksgkli3454, kontrol 6rngnin pik
yuksekKligi ise 5321'di. Coffalayser programi kullanilarakpyan deerlendirmede hasta ve
kontrol piklerinin birbirine oranlamasi neticesind®2 dgeri elde edildi $ekil: 8). Bu dger
0.7’den kuguk oldgu icin hastamizinFbxo25 prob pikindeki azalma, delesyon yoninde
deserlendirildi.

Ppap2c probuna ait M-21 hastamizin pik yuksgklb5504, kontrol 6rngnin pik
yuksekligi ise 4401'di. Coffalayser programi kullanilarakpyan deerlendirmede hasta ve
kontrol piklerinin birbirine oranlamasi neticesintl@3 dgeri elde edildi $ekil: 9). Bu dger
1.3'ten buyudk oldgu icin hastamizirPpap2cprob pikindeki artma, duplikasyon yoniinde
deserlendirildi.
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Sekil 7: M-11 numarali hasta (Ustte) ve kontrol dnine (altta) ait kaplastirmali MLPA

analiz sonuclari. Kirmizi okbxo25 probuna ait azalmipiki, beyaz ok kontrol orrignin

pikini gostermektedir.
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Sekil 8: M-16 numarall hasta (Ustte) ve kontrol drine (altta) aitkarsilastirmali MLPA

in

analiz sonuglari. Kirmizi okbxo25 probuna ait azalmipiki, beyaz ok kontrol Orrig

pikini gostermektedir.
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Sekil 9: M-21 numarall hasta (Ustte) ve kontrol dine (altta) ait kaplastirmali MLPA

analiz sonuglari. Kirmizi oRpap2cprobuna ait artmngipiki, beyaz ok kontrol drrgnin pikini

gOstermektedir.
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Sekil  10: Ppap2c’nin  19. Kromozom lokalizasyonununsematik goésterimi.

http://www.genecards.org/cqgi-bin/carddisp.pl?gerf@&P2C&search=ppap2c adresinden

(81) degistirilerek alinmstir.
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Sekil 11: Fbxo25 ‘in 8. Kromozom lokalizasyonunun sematik gosterimi.

http://www.genecards.org/cqgi-bin/carddisp.pl?ger@x©25&search=fbxo025 adresinden

(82) degistirilerek alinmstir.
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5.1. Subtelomerik Dgisikliklerin Sebep Oldugu Mental Retardasyonun Tanisinda

MLPA Yo&nteminin Avantaj ve Dezavantajlari:

Nufusun yaklaik % 1-3’'Unu etkileyen mental retardasyonun etysioj aydinlatmak
oldukga Onem arz etmektedir. Fakat turgraglara r&men MR hastalarinin yalge
%50’sinde sebep belirlenememektedir. MR’nin éndoilikismi bazi genlerin Griin dozajinin
dezisimi ile sonuclanan kromozomal yeniden diizenlenndelerkaynaklanir. Kromozomlarin
distal uclarinda yer alan subtelomerik bélgelemkoaomal yeniden dizenlenmelerin siklikla

gerceklatigi yer olduklarindan, MR etyolojisinden 6zelliklersalu tutulmaktadir.

Klasik karyotiplemedesik mikroskobu ile yapilan incelemelerde kromozonaugQin
beyaz, bant almamialanlar olarak gorulmesi vestk mikroskobuyla 5 Mb’dan kiguk
degisikliklerin saptanamamasi bu bdlgelere yonelik fatkkniklere ihtiyac dgurmustur. a-
CGH, SNP-array gibi tekslemde birden ¢ok bdlgeyi derlendirmeye olanak gkayan array
bazli yaklgaimlar bu amacla kullanilabilmekle birlikte oldukgaasrafli olmasi, gerekli
laboratuar ekipmaninin hentiz yaygin ¢gkilde bulunmamasi kullanimlarini kisitlamaktadir.
Subtelomerik FISH ise @o sitogenetik laboratuarinda subtelomerik bolgeledelemek
amaciyla yaygin olarak kullaniimakla birlikte pahag¢ urastirici bir yontemdir. Ayrica FISH
problari distal uclara MLPA problari kadar yakinzayn edilemedginden kucguk
duplikasyonlar tespit edilememektedir (83). Subtedok FISH ve MLPA yodntemini
karsilastirmak amaciyla 30 MR hastasinda bir gal yapiimg, 1 hasta ginda subtelomerik
FISH ve MLPA sonuglari birbiriyle uyumlu bulungul hastada ise FISH ile sonuclar normal
bulunurken, MLPA SALSA P036 prob kamiyla 4q duplikasyonu tespit edilgtir (83). 95
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MR olgusu ile yapilmy diger bir ¢calsmada 34 olguya hem MLPA hem subtelomerik FISH
yontemi uygulanng, MLPA ile 9 hastada dozaj geikli gi saptanmasina ganen, FISH ile bu
hastalarda herhangi bir glgiklik saptanamanstir (38). Ek olarak, FISH problari 100-300
kb’hk diziye 6zgi tasarlanabilirken MLPA probla@4-124 bg ile hibridize olabilecelekilde
tasarlanabilmektedir. Bu sebeple kiguk duplikasyendelesyonlarin saptanmasinda FISH,
MLPA kadar duyarl gérilmemektedir (37, 39).

MLPA, tek bir reaksiyonda birden ¢ok hastanin agnda dgerlendirmesine olanak
veren nispeten hizli (reaksiyon siresi ysaikia24 saattir), kolay ve ucuz bir yontemdir.
MLPA yontemini uygulayabilmek icgin termal dongu ath ve kapiller elektroforez yeterli
olmaktadir. Ayrica, varolan kromozomalgieklikleri saptayabilme orani, ger subtelomerik
inceleme yontemlerine gore daha yuksektir. SubteldaFISH yéntemi ise pahali olmasinin
yaninda, her bir hasta icin daha fazla zaman gerreke uygulamasi esnasinda ¢ok daha fazla
laboratuar em@ gereklidir. Stegmann ve ark. MKA-MR’li 466 4ilik bir hasta grubunda
MLPA yonteminin duyarhigini argtirmak icin bir kohort cagimasi diizenlergive MLPA
yontemiyle (P036 ve PO070 Kkitleri kullanilarak) 57okozomal anomali tespit etini
bildirmistir (% 12.2). Ayni cahmada MLPA yontemi kullanilmaginda subtelomerik FISH
ile 57 kromozomal anomaliden sadece 39'u saptgtinnf® 8.3). Stegmann ve ark.
Laboratuarlarindaki anomali saptama oraninin MLPayesinde % 47’lik bir ar

yakaladgini rapor etmilerdir (39).

Bu sonuclar MLPA yonteminin MR hastalarinda subtedoik degisikli gi arastirmak
amacityla kullaniminin etkin olagani gostermektedir. Nitekim farkli cama gruplarinin
MR’li hastalarda yapmioldugu calsmalarda dgisiklik saptama oranlar %2.9- %13 arasinda
desismektedir (23-24). Sonuclar arasindaki farklihkldtylik oranda hasta secimi
kriterlerindeki farkhliklardan kaynaklangh distinilmektedir. Hasta seciminde mental
retardasyonasék eden bir dismorfik bulgu vagiinda anomali orani artmaktadir. Mandal ve
ark. 23'tune dismorfik bulgularinsgkk ettigi toplam 65 MR hastasi ile yapgnoldugu bir
MLPA calismasinda 3 hastada subtelomeriligi&lik oldugunu ve bu hastalarin dismorfik
bulgulari olan hastalar oldunu bildirmktir. MR’ye fasiyal dismorfizmin gik ettigi hasta
grubunda subtelomerik giklik saptama orani % 13 iken, grubun tamamindataun % 4.6

olarak tespit edilnstir (84).
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Bir calismada dengeli translokasyonsitacisi t(3;5)(p25;931.1) MR’li bir hastada
MLPA yontemiyle 3p lokalizasyonlu subtelomerik d®len saptanmgi ve bu noktadan
hareketle dengeli translokasyoRijan fakat mental retardasyon gibi anormal klinikgulari
olan bireylerde potansiyel kigcuk delesyon/amplgijanlari gosterebilmek icin MLPA'nin
kullaniimasinin uygun oldiu sonucuna varilngtir (15).

Toplum icin 6énemli bir hastalik olan MR etyolojisitanimlayabilmek amaciyla ¢ok
sayida yontem gailirilmi stir. Bunlar arasinda subtelomerik FISH ve arrayatdbydntemler
pahall ve fazla ekipman gerektirmektedir. Bununtlikte Subtelomerik FISH incelemesinde
her bir hasta icin MLPA'ya gore daha fazla surdal®ratuvar emg gerekmektedir. Ayrica
kicuk kopya sayisi desikliklerini saptamada subtelomerik FISH yetersiznkaktadir. Tim
bu sonuclar agtirmacilari daha kolay, daha ucuz ve daha hizlybimtem arawina itmitir.
Tek reaksiyonda 1'den fazla hastada 46 bdlgeyiegébtlen MLPA'nin ayrica ¢ok kicuk
kopya sayisi d#sikliklerini saptamasi, kolay, maliyeti dik ve hizli olmasi, subtelomerik
FISH ve array tabanli agmrmalara gore, avantajli yonuni giurmaktadir.

Yukarida belirtilen avantajlarinin yaninda MLPA lamiminin bazi dezavantajlari da
vardir. Bunlar arasinda, baz gi@mlerini ve dengeli translokasyonlari direkt olarak
gosterememesi, cok kuciuk genomikgidiklikleri de saptayabildiinden Kklinik 6nemi
olmayan polimorfik varyantlari da saptayabilmesi luonaktadir. Polimorfik
varyasyonlardan kaynaklanacak yanlpozitif sonuclari ortadan kaldiracak gio bir
deserlendirme icin dier bir prob kamimiyla da sonuclarin desteklenmesi 6nerilmektedir.
Polimorfik varyantlari patolojik d@sikliklerden ayirmak icin izlenebilecek gr bir yol,
ailenin diger bireylerinde de ¢aimanin tekrarlanmasidir (38).
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5.2.Fbxo25 Prob Bdlgesinde Saptaan Kopya Sayisi Dgisiklikleri:

46 probtan olgan PO70 prob kaygmi ile 29 NSMR hastasinda yapilan MLPA analizi
neticesinde M-11 ve M-16 protokol numarall hastaiezdaFbxo25probuna ait sinyallerde
azalma tespit edildi. Bu sinyaller normal kontrahéklerinin pikleriyle kagilastirildiginda

anlamli bulundu.

2 hastamizda kopya sayisinda azalma tespigtirati Fbxo25 probunun hibridize
oldugu dizi 8p23.3 yerlgmli Fbxo25'e aittir ( sekil 11). Fbxo25in Grinu olan F-box
proteinleri sinaptik proteinlerin dizenlenmesindeemli gorevleri oldgu bilinen SCF
(Skp1/Cull/FBP) tipindeki ubiquitin ligaz kompleksine substrat spesifitesini gamakla
yukumladar (88, 89). Ubiquitin aracilikli protedkityolak 3 enzim kompleksinin aktivitesini
gerektirir. Bu 3 enzim ubiquitin aktive eden enzjE1L), ubiquitin konjuge eden enzim (E2)
ve sonuncu olarak ligaz (E3)dir (90). SCF (Skpl1ifrBP) kompleksleri E3’Un alt
grubunda yer alir ve 5 proteinden @lu Cullinl (Cull), Rocl, Cdc34, Skpl ve son olaiFak
box proteini. Bircok F-box proteini tanimlanghir fakat deneysel olarak c¢cok azi

gosterilebilmstir.

Ayrica literatirde Fbxo25ile alakali, mental retardasyon ve epilepsi nederetkik
edilen, 46,X,t(X;8)(p11.2;p22.3) karyotipine sahyr olguda yapilan ileri incelemelerde,
8p23.3 kirik noktasindaktbxo25‘te hasar oldgu ve s6z konusu hasarin epilepsi ve mental
retardasyon ile ifikili olabilecegini 6ne stren bir calma bulunmaktadir (88). Ayni canada
Fbxo25 ekspresyonunun embriyonik néronal dokularda gldwgibi ergkin beyninde de
oldukca fazla oldgu gdsterilmigtir.
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Fbxo25 probuna ait piklerde azalma saptanilan 2 hastg8lslRI olmasi,Fbxo25in
geninin, beynin normal fonksiyonlarini yerine getsinde onemli bir yolakta yer almi

olabilecgini ve mental retardasyon ilegkilendirilebilecezini distindirmektedir.

DECIPHER veri tabaninda bildirilenFbxo25teki kopya sayisi d@siklikleri
incelendginde Fbxo25 ‘i de iceren 8p23.3 bolgesinde 12 hastada kopysssala azalma
oldugu, bunlardan 5’inde mental retardasyonun klinikaga eslik ettigi dikkat cekmektedir.
5 hastad¢DECIPHER kodlari: 251426, 253194, 253195, 25462 2%4962fenotip ile ilgili
herhangi bir bilgi bulunmamakla birlikte kalan 2steda (DECIPHER kodlari: 2764 ve
249297) bildirilen fenotipe MRsék etmemektedir (Tablo 7).

DECIPHER veritabaninda 8p23.3 bdlgesinde KSD saptahastalardan birinde
(DECIPHER kodu: 4088) MR’nin yani sira kamoia gerilgi, kraniyosinostozis, dolikosefali,
hidronefroz, ve kucguk kulak, kiuctkga gibi minodr dismorfik 6zellikler bulundiu
bildirilmi stir. Hastada hem 8p23.3’te 5.53 Mb’lik bir kayip vem de 7p21.3'te 11.68 Mb’lik
bir artis birlikte bulunmaktadir.

Ikinci hastadaQECIPHER kodu: 251470) 8p23.3'te 2.11 Mb’lik kayp 8p21'deki
14.15 Mb’hk arts birlikteligi ve belirgin alin, kicik burun, 6éne bakan bururikderi,
mikrognati, beslenme problemleri, hipotonisite, M GG, kongma gerilgi gibi fenotipik
Ozellikler oldyu rapor edilmgtir.

Ucuincti hastanin klinik bulgulari mongoloid gtz akslekantus, hipertelorizm,
belirgin kirpikler, basik burun kdku, genburun ucu, uzun filtrum, ince Ust dudak, MR, GG
ve otizm olarak tanimlangtir. Bu hastada (DECIPHER kodu: 256909) ise 4pl@®dal
Mb’lik artig ve 8p23.3'te 6.81 Mb’lik azaligorulmistar.

Dordunctu hastada 8p23.3-23.2’'de 6.69 Mb'lik kaygm23.1-11.21'de ise 31.59
Mb’lik genis bir arts saptandii belirtilmistir (DECIPHER kodu: 254177). Fakat bu hastanin
Klinik bulgulari diger hastalarinkinden farkli olarak yapisal merkeair ssistemi anomalisi
olarak dgerlendirilen korpus kallozum agenezisigdmsal kalp defektleri arasinda gocukluk
caginda siklikla gbzlemlenen ASD, sensorindragidk, MR, GG, strabismus gibi ¢oklu

sistem anomalilegeklindedir.
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Son olarak bgnci hastada 8p23.3-24.3'te 32.40 Mb buyigliide arty ve 8p23.3'te
3.05 M buyukligiinde azakin birlikte tespit edildii (DECIPHER kodu: 251369), bu hastada
mental retardasyon ve gghe gerilgi disinda herhangi bir klinik bulgu saptanmgadi
bildirilmi stir.

DECIPHER veri tabaninda klinik 6zellikleri ve KSBfi ayrintili olarak izah edilen 5
hastanin fenotipik Ozelliklerinin arasindaki buitggh farkhlik 8p23.3'teki KS azalmasinin
yaninda bgka KSD’nin de mevcut olmasina @a olabilir. 1'den fazla KSD olmasi
durumunda hangi fenotipik 6zelin hangi KSD’ne bgli oldugunu tespit etmek
guclesmektedir. Bu konuda ilgili veri tabaninda herhabgi yorum yapilmanstir. Fakat 5
hastada da ortak olan tek bulgunun mental retacstasimasi mental retardasyon’un 8p23.3
lokalizasyonlu genler ile gkili olabilecegini disindirmektedir (Tablo 7). Bununla birlikte
beyin ve noronal gelim ile alakali genlerin genomda oldukca yaygin g@mli olmasi
nedeniyle bu hastalardaki farkli bdlgelerin KSDihen de mental retardasyon ile alakall

olabilecgi g6z dnuinde bulundurulmahdir.
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2764 8p23.3’te kayip 330897-421945 Hipotoni, nébet, sivri parmaklar
, Kraniyosinostozis, dolikosefali,
4088 8p23.2-8p23.3'te kayip 194617-5721428 hidronefroz, MR, kiiciik kulak, kiiciik agiz,
7p21.3-22.3'te artis s
konusma geriligi
249297 8p23.2-8p23.3'te kayip 190567-4776715 El anomalileri, buylik ayaklar, dil anomalisi
8p23.2-8p23.3’te kayip
251369 8p23.3-24.3'te artis 176452-3223490 MR, GG
8p23.3-8p23.1’de kayip
251426 8p22’de kayip 73810-7752527
1p36.33'de artis
One bakan burun delikleri beslenme
8p23.3’te kayip problemleri, hipotonisite, MR, GG, belirgin
251470 8p21.2-p11.2'de artis 91530-6914076 alin, mikrognati, klgik burun, konusma
geriligi
8p23.3-8p23.1'de kayip
253194 8p23.1-21.2'de artis 191530-6914076
8p23.3-8p23.1'de kayip
253195 8p22-21.3'te artis 191530-6914076
8p23.2-8p23.3’te kayip KK agenezisi, ASD, sensorinoral sagirlik,
254177 8p23.1-p11.21'de artis 191560-6880334 MR, GG, strabismus
8p23.3-8p23.1'de kayip
254627 8p22-21.2'de artis 10001-8079861
8p23.3-8p23.1'de kayip
254962 8p22-11.21'de artis 191530-6914076
Mongoloid g6z aksi, telekantus,
8p23.3-23.1'de kayip hipertelorizm, belirgin kirpikler,basik
256909 4p 16.3-16.1'de artis 190568-6999220 burun kéki, genis burun ucu, uzun filtrum,
ince Ust dudak, MR,GG, otizm
M-11 Fbxo25prob bslgesinde MR
azalma
M-16 Fbxo25prob boslgesinde MR
azalma

Tablo 7: CalsmamizdaFbxo25prob pikinde azalma tespit edilen hastalarin ®CIPHER

v5.1 veri tabanindaFBXO253i de iceren bdlgelerde meydana gelen KSD boélgeieri

buyuklukleri ve neden olduklari fenotipik 6zellikle

https://decipher.sanger.ac.uk/search?g=fbxo25&x=I®ye.t.: 25.08.2011) (91)

(MR: mental retardasyon, GG: ggtie gerilgi, ASD: atriyal septal defekt, KK: korpus

kallosum
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Sekil 12: DECIPHER veri tabanind&bxo25‘in de yer aldgl 8p23.3 bolgesindeki kopya
sayisi deisiklikleri. Fbxo25 yildiz ile, DECIPHER veri tabaninda 8p23.3'te dstenu
oldugu bildirilen hastalar ise beyaz oklarla gostersiini Mavi renk KS argini, kirmizi renk

KS azalgini gbstermektedir.

https://decipher.sanger.ac.uk/patient/253198#tufeat internet adresinden gilgirilerek
alinmstir. (e.t.: 25/08/2011) (92)
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5.3.Ppap2c Prob BolgesindeSaptanan Kopya Sayisi D#siklikleri:

Subtelomerik dgisiklikler nedeniyle incelenilen M-21 protokollti hastizinPpap2c
prob pikinde anlamh ag saptandi. Hastada mental retardasyoginda herhangi bir

sendromla igkilendirilebilecek bir klinik 6zellik bulunmamaktaly.

Ppap2¢ 19p13.3 yerlgmli bir gen olup lipid fosfatlarinin dizenlenmeden sorumiu
fosfatidik asit fosfataz ailesinin bir Gyesidir (93ekil 10). Akciger, karacter ve bobreklerde
yuksek miktarda ekspresyonu gozlenirken beyin Mp kimkusunda ekspresyonununsidki
oldugu gosterilmgtir (94). Bu nedenle hastamizdaki mental retardagyBpap2cteki

disfonksiyon ile agiklamak ¢ok mumkun gorinmemekted

Ppap2c probunun hibridize oldiu 19p13.3 bdlgesiyle #kili olarak DECIPHER
veritabaninda 5 hasta bildirilggibunlarin 2’sinde herhangi bir klinik bilgi verikaken, 2’
sinde MR'nin de gik ettigi klinik 6zellikler siralanmgtir (Tablo 8).ilk hastada 19p13.3'te
kayip, 16q24.2-24.3'te agtile birlikte MR, gelsme gerilgi ve ASD tarif edilmektedir.

Ikinci hastada ise MR ve ggine gerilgi klinigi oldugu, 19p13.3'te arl ve
17925.3'te kayip tespit edilgii belirtiimektedir.

Ppap2c geninin komgulugunda yer alanCdc34 incelendginde, bununFbxo25’in
bulund@gu ubiquitin  kompleksinin yokanda yer aldii gorulir. Cdc34 ile yapilims
calismalarda mental retardasyon tablosuylakilendirilmis olmasa da ubiqutin ygianin
beyinde oldukca 6nemli gorevler Ustlenmesinden ydplgolaktaki herhangi bir problemin
epilepsi, mental retardasyon gibi norolojik bulgalgol acabilecginden hareketl€€dc34Un
de ortaya cikabilecek norolojik bulgular ile gtralmaya dger bir gen oldgu ifade
edilmektedir (95).

Nolan ve ark. aralarinda akraba eglilolan NSMR’li bir ailenin bireylerinde kiganti
analizi yapng ve 19p13 lokalizasyonunda 3.6 Mb’lik kritik bir anlasma tespit etngierdir
(96). Bu bolgenirPpap2cprobunun hibridize oldtu bélge olmasi 19p13 boélgesinin NSMR
ile iliskisini desteklemektedir.

Ppap2c konmsulugundaki Cdc34te olasi bir KSD, hastamizin mental retardasyon

bulgusu ile ilgkili olabilir.
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19p13.3’te kayip
2212 255422-836619 ASD,MR,GG
16q24.2-24.3'te artis

19p13.3’te kayip
248551 258319-1144485

19p13.3’te artis

251353 17q25.3’te kayip 281080-859907 MR, GG

19p13.3’te kayip
253431 60001-1018631

Seyrek saglar, belirgin metopik
sitdr, bifrontal darlik, mongoloid
g0z aksl, epikantal katlantilar,

19p13.3'te kayip sinorfiri, kisa burun, koanal atrezi,

258539 259395-1144343 ince st dudak, diistk ve arkada
yerlesimli kulaklar, ylksek damak,
klinodaktili, ASD, PDA, sik
enfeksiyon gegirme
M-21 Ppap2cprob bélgesinde VIR
artis

Tablo 8: CalsmamizdaPpap2cprob pikinde artma tespit edilen hastanin ve DEHER v5.1
veri tabanindd@pap2ci de iceren bdlgelerde meydana gelen ksd bélgetebiaytklikleri ve
neden olduklari fenotipik Ozellikler.
https://decipher.sanger.ac.uk/search?q=ppap2c&x=0kfe.t.: 25.08.2011) (97) MR:mental
retardasyon, GG: gelne gerilgi, ASD: atriyal septal defekt, PDA: Patent duktugaozus)
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Sekil 13: DECIPHER veri tabanind®pap2c'in de yer aldg 19p13.3 bélgesindeki
kopya sayisi dasiklikleri. Ppap2cyildiz ile, DECIPHER veri tabaninda 19p13.3’te
delesyonu oldgu bildirilen hastalar ise beyaz oklarla gdstergini Mavi renk KS

artisini, kirmizi renk KS azafini géstermektedir.

https://decipher.sanger.ac.uk/patient/22hfernet adresinden gatirilerek alinmgtir.

e.t: 25/08/2011 (98)
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5.4. Nonsendromik Mental Retardasyon ve SubtelomeiBdlgeler

Mental retardasyon ile ilgili giinimuze @e bircok calsma yapilmg, iliskili birgok
gen tanimlanmstir (sekil 14). MR bireyde ek problemler olmaksizin tddesina
bulundgunda “Nonsendromik Mental Retardasyondlikeeden nérolojik bulgu veya major

fiziksel anomali varitinda ise “Sendromik Mental Retardasyon” olarak iadialir (29).

Online Mendelian Inheritance in Man veri tabaninydg@ilan ayrintili incelemelerde
ginimize kadar MR ile gkili metabolik, norolojik veya sendromik hastalikia

ili skilendirilmis yaklagik 300 gen tanimlanmgtir (sekil 14).

Tanimlanan genler g@oultusunda MR’ye sebep olan genetik mekanizmalar
incelendginde sinaptogenezis veya sinaptik plastisiteningwofwundan sorumlu genlerin
ekspresyonundaki aksakliklar, epigenetik faktoriee kromatin yapisini duzenleyici
mekanizmalar olarak ortaya cikmaktadir (99- 1019n Samanlarda yapilan cahalar
dogrultusunda MR etyolojisinde subtelomerik kopya sayieisiklikleri daha da 6nem
kazanmgtir .

Nonsendromik MR’li hastalar,skk eden dikkat cekici fiziksel anomali olmamasi
nedeniyle genellikle cocuk psikiatrisi ve nérolpplikliniklerinden takip edilirler ve genetik
polikliniklerine nispeten daha az vairurlar. Ginimuze kadar NSMR’li hastalarda etyighoj
yonelik argtirmalar da yine bu sebeple cok yeterligitir. Baglanti analizi yontemiyle
ginimuize dan 29 X-gecsli, 5 tane otozomal resesif ggicigen tanimlanmstir, bu iki grup
NSMR olgularinin sadece %10’unu giurmaktadir (102).

Subtelomerik d@sikliklerin incelendgi calismalara bakgiimizda sadece NSMR
hastalarinda yapilmiherhangi bir cajma bulunmady dikkat ¢cekmektedir. Subtelomerik
degisiklikleri MLPA, a-CGH ya da subtelomerik FISH yoméeriyle argtiran bazi
calismalarda, MKA/MR’li hasta gruplarina nadir sayidaMS'li hastalar da dahil edilngiir
(103, 104).
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Yapilan calmalarda MR derecesinin subtelomerikggeklik saptama oranlarina
parelel olarak @ar ve orta diizeyde MR olgularindan glupu belirtiimektedir (104). Caima

grubumuza alinan hastalardaki bulgular, literagnileriyle uygunluk géstermektedir.

Literatirde sadece NSMR hastalarinda subtelomesiksilli gi arsstiran bir ¢alsma
bulunamamasi bizim ¢aimamizi daha da dnemli hale getirmektedir.
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Sekil 14: Mental Reatradsyon ile ilgili DEEPHER veri tabaninda bildirilngikopya sayisi dgsikliklerinin kromozomlar Gstiinde gosterimi.
Calismamizda KSD azalmasi tespit gitthiz FBXO25 gen bdolgesi kirmizi yildiz ile, artmespit ettgimiz PPAP2C gen bélgesi mavi yildiz ile

gosterilmitir.

https://decipher.sanger.ac.uk/search?g=mentaltlatan&x=8&y=11adresinden dgstirilerek alinmstir. (e.t:24.08.2011) (105)

66



5.5. Sonug:

* Calismamiz NSMR’li hasta grubunda subtelomerilgidelikleri MLPA yontemi

ile inceleyen ilk camadir.

« 1.0. Cerrahpga Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD polikligindeki sinirli sayida
NSMR’li hasta grubunda MLPA yontemiyle belirlenilsnbtelomerik dg&siklik
orani % 12.5 dir.

* Degisik hasta gruplarinda subtelomerik gdgklikleri incelemek amaciyla son
zamanlarda kullanimi hizla artan hizli, ucuz veayir bir yontem olan MLPA,
NSMR’li hasta gruplarinda da f&ryla kullanilabilmektedir.

« NSMR’li hastalarimizin 2’sinde 8p23.3 yeaiilmli Fbxo25 probu ile kopya
sayisinda azalma tespit edildi. Busdeklikler Fbxo25probu ile ilgkili olup, bu
probun hibridize oldgu Fbxo25tekiaberasyonlar DECIPHER veri tabaninda
bildirilen hastalarda da MR ile gkili bulunmustur.

« NSMR’li 1 hastamizda 19p13.3 yegimli Ppap2cprobuna ait kopya sayisinda
artma tespit edildi.Ppap2c probunun hibirdize oldiu bdlge DECIPHER
veritabaninda bildirilen hastalarda da MR ileskili bulunmustur. Ppap2c
yakininda yerlgm godsteren CDC34 geni de bu bolgedeki potansiyehtal
retardasyon ifkili genlerden biri olabilir.

» Aileler ve hastalar icin blyuk bir sorun eluran MR’nin genetik tanisinin
konulmasi, planlanacak gebelikler icin de prenttal imkani sglayabilecektir.
MLPA verileri bagka bir yontemle dgrulandiktan sonra prenatal tani icin de
kullanilabilir. MLPA yénteminin, array-CGH ve suldenerik FISH kadar pahali
olmamasi, hizli ve kolay uygulanabilir olmasi nagkn NSMR hasta

gruplarinda da kullanilmasinin yararl olabilgicgistintlmektedir.
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