BOLUM 12

KROMOZOMAL MiKROARRAY VE TIPTA KULLANIMI

Durkadin DEMIR EKSi!

KROMOZOMAL MiKROARRAY

Kromozomal mikroarray (KMA) teknigi bir molekiiler karyotipleme metodudur
(1). KMAda, kromozomal delesyon, duplikasyon ve DNAnin dengesiz yeniden
diizenlenmeleri, heterozigosite kayb1 veya uniparental dizomiyi belirlemek igin,
biitiin kromozomlar boyunca dagilmis molekiiler markirlar (belirteg) kullanilir.
Markarlar klinik 6nemi bilinen DNA bélgelerinde daha yogun olarak bulunur.
Boylelikle bu bolgelerdeki oldukga kiigiik delesyon ve duplikasyonlar tespit edi-
lebilir (2). KMA ile saptanan DNA kopya sayisindaki degisiklikler, kopya sayist
varyasyonlar1 (Copy Number Variations-CNV) olarak ifade edilir. Mikrodeles-
yonlar (submikroskobik DNA kayb1) ve mikroduplikasyonlar (submikroskobik
DNA artis1) olarak ikiye ayrilan CNV’ler, konvansiyonel karyotipleme metodu ile
tespit edilemezler (3).

CNV’ler saglikli bireylerde de bulunabilirler ve bunlar klinik olarak 6nem-
sizdir. Bu ‘benign’ CNV’lerin ¢ogu oldukga kiigiik boyutludur (<50 Kb) ve klinik
6nemi olan kodlayic1t DNA bolgesi igermezler. CNV, kritik bir gen ya da 6nemli
bir regiilator diziyi igeriyor ise biiyiik olasilikla fenotipik etki dogurur ve tibbi
acidan 6nem arzeder (3). KMA platformlarinin ¢ogu, klinik 6nemi bilinmeyen
DNA bélgelerini de kapsar ve bu bolgelerdeki 100-500 Kb araligindaki delesyon
ve duplikasyonlar: saptamaya olanak saglar. Konvansiyonel G bantlama ile ancak
5-10 Mb biiyiikliigiindeki delesyon ve duplikasyonlar saptanabilmektedir (2).

Diinyada 6zellikle son 10 yildir KMA, klinik bir test olarak yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Zamanla gelisen bu teknik araciligiyla, ekzon spesifik prob dizaynlar:
ile tek bir gendeki CNV’ler tespit edilerek monogenik hastaliklarin tanis1 yapila-
bilmektedir. Diger taraftan, yeni nesil dizileme (next generation sequencing, NGS)
temelli CNV analizinin diagnostik amagli uygulanmasi da giderek yayginlagsmak-
tadir. NGS ve KM Anin birlikte uygulanmasi, tek bir ekzondan biitiin bir kromo-
zoma kadar genom boyu CNV’lerin tanimlanmas: miimkiin kilmaktadir (1).

' Dr. Ogr. Uyesi, Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji AD.,
durkadin.eksi@alanya.edu.tr
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GENOMIiK KOPYA SAYISI VARYASYONLARI

Son 20 yildir diinyada, hastaliklarin molekiiler tanisi ve bilinmeyen etiyolojisini
belirlemek i¢in genomik CNV ¢aligmalar1 yayginlagsmistir. Genomiks alaninda ge-
lisen bu gibi teknolojiler, bilim insanlarina kapsaml ve informatif veri elde etme
yolunu agmistir. CNV; iki kopya halinde bulunan bir DNA bélgesinin delesyonu
ya da amplifikasyonu olarak tanimlanmaktadir. CNV’ler, bityiikligii 1 Kbden, 1
Mb'ye kadar olan dengesiz genomik varyasyonlardir. Yapilan ¢alismalar ile, geno-
mun %10’unda yaygin olarak saptanan CNV’ler oldugu gosterilmistir (4). Kon-
vansiyonel (geleneksel) sitogenetik analiz (G bantlama, karyotipleme) ile saptana-
mayan submikroskobik CN'V’ler, mikroarray gibi gelismis teknolojiler araciligryla
belirlenebilmektedir. CNV verileri, tim genoma komplementer oligoniikleotit ya
da tek niikleotit polimorfizm (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) problarin
kullanildig1 mikroarray platformlar1 araciligiyla elde edilir. CNV’ler, genomun
herhangi bir lokalizasyonunda saptanabilir (5).

Kodlama yapmayan DNA dizilerindeki kopya sayisi degisimleri, gen tiriinii-
niin fonksiyonundan ¢ok, dozajini etkilemektedir. Patojenik CNV’ler olabildigi
gibi, bireyler arasi gesitlilige sebep olan heteromorfizm olarak tanimlanan benign
CNV’ler de vardir. Herhangi bir hastaliga yol agmayip, bir sonraki kusaga aktari-
lan ve bireyler arasinda farklilik gosteren CNV’ler, gen haritalama ¢aligmalarinda
SNP’ler gibi kullanilabilmektedir (5).

Yaygin olarak saptanan CNV’lerin klinik etkileri daha iyi tanimlanmigken, na-
dir ya da tek bir olguda saptanan CNV’lerin fenotipik etkilerini anlamak i¢in ileri
arastirmalar gerekmektedir. Bu CNV’lerin klinik 6nemini anlamanin 6niinde bazi
engeller vardir. Bunlardan biri literatiirde ve genom veritabanlarinda yeterli veri
olmamasi ya da geliskili veriler olmasidir. Laboratuvarlar arasindaki tutarsizlik,
klinisyenler ve hastalar i¢in kafa karigiklig1 yaratarak, saglik kararlarini yonetmek
i¢in genetik bilgiyi giivenle kullanamaz hale getirebilir. CNV verilerini yorum-
lamak i¢in olusturulmus standartlar, klinik siniflandirmalardaki uyumsuzlugun
azaltilmasina yardimci olmaktadir (1).

Amerikan Tibbi Genetik ve Genom Kolejinin (American College of Medical
Genetics and Genomics, ACMG) yayinladig klavuzdaki puanlama sistemi kulla-
nilarak, bir hastada saptanan herhangi bir CNV, bes ana kategoriden birine dahil
edilebilmektedir. Bu bes kategori ‘patojenik, ‘muhtemel patojenik], ‘onemi bilin-
meyen varyant (variants of uncertain significance,VUS/VOUS), ‘muhtemel be-
nign’ ve ‘benigndir. Bu kategorilerin klinik raporlamada kullanilmasi, tutarl bir
terminoloji i¢in 6zellikle tavsiye edilir (1).
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KMA TEKNIKLERI

Submikroskobik DNA kopya degisimlerini belirlemek i¢in iki KMA teknigi bu-
lunmaktadir. Bunlar karsilastirmali genomik hibridizasyon temelli mikroarray
(comparative genomic hybridization array - aCGH) ve tek niikleotid polimorfizm
temelli mikroarraylerdir (single nucleotide polymorphism array - SNP array).

CGH Temelli Array

CGH temelli arrayde (aCGH), hasta 6rneginde fazla veya eksik temsil edilen alan-
lar1 belirlemek i¢in hastanin DNA’1, normal kontrol DNA 6rnegiyle karsilastirilir.
Hasta ve kontrol DNA ornekleri fragmente edilir ve genellikle yesil ve kirmizi
floresan boyalarla igaretlenirler. Isaretli DNA 6rnekleri esit oranda karistirilir ve

Sekil 1'de gosterildigi gibi slide seklinde bir cam yiizeye (array) aktarilir.

9

Sekil 1. aCGHde DNA 6rneklerinin mikroarray tizerine aktarimi

Cam ylizey ya da array iizerinde insan genomu boyunca belirli DNA dizileri-
ni temsil eden bircok prob DNA bulunmaktadir. DNA karigimi yarismali olarak
array lizerindeki problara hibridize olur. Her probun floresan yogunlugu dijital
goriintiileme yazilimlariyla 6lgiiliir. Normalizasyon agamasindan sonra hasta ve
kontrol 6rneginin floresan yogunluklar: arasindaki oran hesaplanir. Oranin ‘1’
olmas1 hasta ve kontrol 6rneginin ayni miktarda proba baglandigini ve hasta
DNA’sinin ilgili lokustaki kopya sayisinin normal oldugunu gosterir. 1'den anlaml
olarak yiiksek olan bir oran ise hasta DNAsinin belirli problara daha ¢ok hibridize
oldugunu gosterir. Bu da ilgili kromozomal bolgenin hastada duplikasyon ya da
trizomi seklinde bulundugunu gosterir. Tam tersi, oran 1’in altinda ise hastada il-
gili lokusun kayboldugu (delesyon veya monozomi) anlamina gelir. Kontrol DNA
ornegi, belirli problara hasta drnegine gore daha ¢ok hibridize olmustur ($ekil
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2). Delesyon ya da duplikasyonun lokalizasyonu ve biiyiikliigii ardigik problarin
sayst ile belirlenir. Klinik tan1 amagli kullanilan tipik bir aCGH yiizbinlerce prob
icerirken, aragtirma amagh kullanilan aCGH platformlarinda bu say1 milyonla-
ra ¢tkmaktadir. aCGH’nin ¢6ztintirliigi ve diagnostik kapasitesi, biitiin genomu
boylu boyunca temsil eden problarin tipi ve sayisina baglidir. Rutin tani laboratu-
varlarinin bir¢ogu, postnatal tanida 50-100 Kb arasindaki kromozomal diizensiz-
likleri rapor edebilmektedir (3).
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Sekil 2. aCGH ¢alisma prensibi

SNP Temelli Mikroarray

SNP temelli mikroarray’ler (SNP array), bireyler arasinda tek bir baz ¢iftiyle degi-
siklik gosterdigi bilinen DNA bolgelerinin (SNP) hedeflendigi yiiksek yogunluklu
oligoniikleotit problar kullanir. SNP arrayde sadece hasta DNA'1 isaretlenir ve
Sekil 3'de bir 6rnegi gosterilen array diizenegine aktarilir.
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Sekil 3. Hibrid mikroarray ¢ipi

CNV’ler, bagimsiz olarak hibridize edilmis normal kontrol DNA’larin floresan
yogunluklari ile hasta 6rneginin mutlak floresan prob yogunlugu ile karsilagtiri-
larak bulunur. in siliko kargilagtirma yapilir (Sekil 4). Rutin tan1 amagh kullanilan
SNP arrayler, hem SNP hem de kopya sayis1 problar1 igeren hibrid arraydirler.
Bu hibrid platformalardaki prob yogunlugu 2.7 milyona kadar ulasmistir. Rutin
genetik laboratuvarlari, 50-100 Kb ve iistii biiytikliikteki CN'V’leri belirlemek igin
SNP array kullanabilmektedir. SNP array’in avantajlarindan biri homozigosite
analizinin yapilabilmesidir. SNP array ile, CNV’lerin yanisira klinik olarak ola-
rak onemli bagka veriler de elde edilebilmektedir. Bu veriler; uniparental dizomi,
mozaizm, zigosite, maternal DNA kontaminasyonu, parental orjin ve akrabalik
derecesidir. Ayrica aCGH ile saptanamayan triploidi, SNP array ile kolaylikla be-
lirlenebilmektedir (3). Bazi laboratuvarlar, akrabalik derecesini belirlemek igin
SNP temelli array’ler kullanmaktadir (2).
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Sekil 4. SNP array ¢aligma prensibi
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KMA, gliniimiizde prenatal ya da postnatal donemde bir¢ok hastaligin/mal-
formasyonun genetik tanisinda rutin test ya da arastirma amagli kullanilmaktadir.
Ozellikle, CNV’lerle iligkisinin daha iyi tanimlandig1 hastaliklar i¢in, KMA daha
onemli hale gelmektedir. Bu hastaliklar ve malformasyonlar arasinda, ¢oklu kon-
jenital anomaliler, gelisme geriligi, entelektiiel gerilik ya da bozukluk, dismorfizm,
epilepsi, otizm spektrum bozuklugu, psikiyatrik hastaliklar (6zellikle sizofreni),
dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu, kisa boy uzunlugu, serebral palsi,
konjenital g6z malformasyonu, konjenital kalp hastaligi, konjenital renal malfor-
masyon bulunmaktadir. Epilepsinin 6zellikle genetik gegisli olan formunda CNV
saptanan hastalarin orani %28’i bulmaktadir. Entelektiiel gerilik bazi hastalik ve
malformasyonlara eglik ettigi zaman CNV saptanma olasilig1 artmaktadir. Orne-
gin entelektiiel geriligin, gelisme geriligi, epilepsi ve otizme eslik ettigi hastalarda
CNV saptanma oranlari artig gostermektedir (6).

KMA iLE PRENATAL GENETIK TANI

Kromozomal abnormalitelerin prenatal tanisi 1960’larin ortalarindan bu yana
onerilmektedir. Son 50 yilin biiytik bir boliimiinde, fetusun sitogenetik analizi,
standart G-bantlama (karyotipleme) ile gerceklestirilmistir. Karyotipleme ile
konvansiyonel sitogenetik analizin diagnostik basarisi, endikasyona baghdir. En
yaygin endikasyonlar arasinda, ileri anne yasi, yiiksek risk oldugunu gosteren
biyokimyasal parametreler yer almaktadir. Bu durumlarda genetik tani olasiligy,
koryon villus biyopsisi (CVS) ile %6, amniyosentez (AS) ile %3’tiir. Morfolojik
anomalisi olan fetuslarda bu oran artmakla beraber, birinci trimesterde %60, ikin-
ci trimesterde %17dir. KMA gibi yeni molekiiler sitogenomik teknolojilerin or-
taya cikisi, daha bityiik diagnostik ¢oziiniirlitk imkanini beraberinde getirmistir.
Kilobaz araligindaki kromozomal dengesizlikleri saptamaya yarayan KMA, 7-10
milyon bazdan daha biiyitk anomalilerin saptanabildigi standart karyotiplemeye
gore Ustiinligiinii ortaya koymaktadir. Konjenital anomalili, gelisme geriligi ve
entelektiiel bozuklugu olan ¢ocuklarda, postnatal tanida KMA, %12-15 oraninda
ilave submikroskobik patojenik varyasyon tespitine olanak saglamaktadir (3).

ULTRASONOGRAFIDE ANOMALI GORULEN FETUSLAR iCIiN
KMA KULLANIMI

Genomik aberasyonlar ve fetal anomaliler arasindaki iliski onlarca yildir bilin-
mektedir. Klinik olarak anlamli genomik boélgeleri iceren mikrodelesyon ve mik-
roduplikasyonlarin da spesifik genetik sendromlarla iligkili oldugu gosterilmistir.
Bu sendromlardan bir¢ogunun fenotipinde konjenital abnormaliteler vardir. Or-
negin 22q11.2 mikrodelesyonu ile karakterize olan DiGeorge Sendromu’na sahip
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fetuslarin yaklasik %77’sinde kardiyak defektler bulunmaktadir. 17p13.3 mik-
rodelesyonu ile ortaya ¢ikan Miller-Dieker Sendromu’nda da, konjenital olarak
serebral kortekste gri maddenin yoklugu ya da az gelismesi olarak tanimlanan
lisensefali goriilmektedir. Uniparental dizomiye bagl olarak ortaya ¢ikabilen Be-
ckwith-Wideman ve Russell-Silver sendromlarindan etkilenmis fetuslarda spesi-
tik ultrasonografi (USG) bulgular1 vardir ve bu sendromlarin tanisinin yapilmasi
SNP array ile miimkiin olablilmektedir (3).

USGde anomali goriilen fetuslarda KMA verimliligini gosteren, birgok genis
kapsamli ¢aligma yapilmistir. ABD Ulusal Cocuk Sagligi ve Insan Geligimi Ens-
titiis'niin (National Institute of Child Health and Human Development - NI-
CHD) 2012 yilinda yaptig1 ¢alisgmada, USGde anomali goriilen ve normal kar-
yotipe sahip fetuslarin %6’sinda klinik olarak anlamli CNV’ler bulunmustur (7).
Srebniak ve arkadaslarinin USGde anomali goriilen 1033 fetusun %5,5’inde, SNP
array kullanarak patojenik CNV’ler belirlemislerdir (8). 5000 fetusun dahil edil-
digi daha biiyiik bir calismada, 2462 USG anomalisi olan fetusun %6,6’stnda CNV
saptanmuigtir (9). 2013’te yayinlanan iki meta-analiz ¢alismasina gore, yapisal fetal
abnormalitelerin prenatal donemde genetik tanisi igin, konvansiyonel sitogenetik
analize ilaveten KMA teknikleri ile %7-10 daha fazla patojenik bulgu elde edildigi
rapor edilmistir (10, 11). Literatiir verileri kesin olarak, USGde anomali goriilen
ve konvansiyonel karyotipleme ile herhangi bir kromozomal abnormalite belirle-
nemeyen fetuslarin %6-7’sinde KMA ile patojenik genetik bulgular saptandigini
gostermektedir. Bu nedenle Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Kongresi (ACOG),
fetal yapisal anomali goriilen olgularda KMAy1 ilk asama test olarak énermekte-
dir (12).

KMA ile genetik abnormalite belirlenen fetuslarda, kardiyak, renal, iirogenital
anomaliler, merkezi sinir sistemi ve iskelet anomalileri basta olmak tizere ¢esitli
organ sistemlerini etkileyen bozukluklar goriilmektedir. Izole renal ve kardiyak
anomaliye sahip fetuslarda KMAnin, karyotiplemeye ilaveten sirasiyla %15 ve
%10,6 diagnostik verim sagladig1 belirlenmistir. Hatta bu oran kardiyak ¢ikis ka-
nal1 abnormaliteleri olan fetuslarda %30’a ¢ikmaktadir (13). En yaygin konjenital
kalp defekti olan ventrikular septal defekt (VSD) olan olgularin %7,3’tinde pato-
jenik CNV’ler saptanmistir (14). Donnelly ve arkadaglarinin ¢aligmasindan elde
edilen 6nemli bir veri de, kalp defektleri olan hastalarin %66,7’sinin 22q11.2 deles-
yonu diginda CNV’lere sahip olmasidir (13). Prenatal donemde USGde kardiyak
anomali goriilen fetuslar i¢in 22q11.2 delesyonu (DiGeorge Sendromu) olasiligin:
degerlendirmek tizere FISH istemi yapilmasi 6nceleri oldukea yaygindi. Ancak bu
sekilde genomik abnormalitelerin 2/3’tinden fazlasi kagirilmaktaydi. KMA gibi
yeni teknolojiler bu durumun 6niine gegilmesine 6nemli katki saglamistir (3).
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USGUde goriilen ¢oklu organ sistemi anomalileri arasindan nukal anomaliler
¢ikarildig1 zaman non-benign CNV’lerin tespit edilme oran %13,6’ya ¢ikmakta-
dir. Tablo 1 ve 2'de USG incelemesi sonucu yapisal anomaliye sahip olan ve olma-
yan fetuslarda en siklikla saptanan CNV’ler verilmistir (3). 22q11.2 bolgesindeki
varyasyonlar, USGde fetal anomalisi olan veya olmayan fetuslarda en sik sapta-
nanlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu bolgedeki varyasyonlarin fenotipik etki-
leri oldukga heterojendir. Bu klinik heterojeniteyi agiklamak i¢cin CNV analizinin

yapilmasi yarar saglayabilecektir (3).

Tablo 1. USG'de anomali gozlenen fetuslarda en sik saptanan CNV’ler

Kromozomal Bolge Siklik (Mikrodelesyon+Mikroduplikasyon
10q21.1 %3,3
15q13.3 %3,3
1g21.1 9%4,9
16p13.11 %9,8
17q12 %9,8
22q11.21 %18
Tek goriilen CNV’ler 9%50,8
Kromozomal Bolge Siklik (Mikrodelesyon+Mikroduplikasyon
15q11.2 %5,8
Xp22.3 %7,7
Xp21.1 %7,7
16p11.2 %7,7
1q21.1 9%9,6
17p12 9%9,6
16p13.11 %13,5
22ql11.21 %15,4
Tek gortilen CNV’ler %23,1

KMA VE MENTAL RETARDASYON, EPILEPSI VE NOROPSIKIiYATRIK
HASTALIKLARIN MOLEKULER TANISI

Mental Retardasyon (MR), genel popiilasyonun %2-3’tiinde goriilen majér bir
sosyo-ekonomik saglik problemidir. Ayn1 zamanda gelisme geriligi, entelektiiel
bozukluk ve 6grenme giigliigii olarak da ifade edilir (15). MR'li hastalarin yaklagik
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%10’unda 151k mikroskobu ile kromozomal abnormaliteler saptanabilir iken %60-
80’inin etyolojisi bilinmemektedir (16). Ik kez 2003 yilinda Vissers ve arkadaglar
konjenital anomalilerin eslik ettigi idiyopatik MR'li olgularda submikroskobik
kromozomal varyasyonlar1 saptamak i¢in mikroarray temelli tiim genom analizi
yapmustir. O giinden bu yana KMA tekniklerinin ¢oziiniirliigii artmus, ticari ola-
rak hizmete sunulmus ve konjenital anomalili, MR'li olgularin molekiiler tanisin-
da kullanilir olmustur. Nitekim, mikroarray temelli bu teknikler konjenital ano-
mali ve MR olgularinda birincil test olarak dnerilmektedir (16). Cesitli ¢alismalar
ile MRli olgularda, ¢esitli KMA platformlari ile %14 ile %18 arasinda patojenik
CNV’ler saptandig1 gosterilmistir. Bu oldukea yiiksek bir orandir (16).

Otizm spektrum bozukluklar1 (OSB’ler), stereotipik, tekrarlayan davranislar,
iletisim ve sosyal etkilesimdeki kusurlarla karakterize gelisimsel bozukluklardir.
Tiim bunlar yasamin erken dénemlerinde ortaya ¢ikar ve beyin anatomisi, geli-
simi ve islevi lizerinde belirli etkilerle birlikte goriliir (17). Mevcut prevalansi,
tiim spektrum i¢in 1/150-200 ve ¢ekirdek sendrom i¢in 1/500diir (16). OSBnin
artan prevalansi ile iligkili oldugu kabul edilen ilk genetik bozukluklar; spesifik
Mendelyan hastaliklar (Frajil-X sendromu, tiiberoskleroz, nérofibromatoz, Jou-
bert sendromu ve Rett sendromu), yapisal kromozomal yeniden diizenlemeler
(maternal kalitilan 15q11-q13 duplikasyonlar1 ve digerleri) ve 6nemli etkiye sahip
gen mutasyonlardir (16). OSB hastalarinin yaklasik %10-15’inde bu genetik ano-
maliler, karyotipleme ve FISH kullanilarak saptanabilir, ancak bunlar tiim OSB’li
¢ocuklarin %1’inden ¢ok daha azinda mevcuttur (16). Mikroarray platformlari-
nin ¢oziiniirliigiiniin de artmasiyla genetik etiyolojisi tanimlanan OSB hastala-
rinin sayilari artmistir. Bu oranin %7-15 oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica bu
oran, sendromik olmayan ve sendromik olan vakalar arasinda %4’ten %25e ka-
dar degismektedir. Sendromik olmayan sporadik vakalarin %5-10"unda de-novo
CNV’ler saptanmustir (16, 18). KMA kullanilarak, OSB’li hastalarda en sik 1q21.1,
15q11.2,15q13.3, 16p11.2, 16p13.11. 17q12 ve 22q11.2 kromozomal bélgelerinde
mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlar saptanmaistir (16).

Noropsikiyatrik hastaliklardan biri olan sizofreni genel olarak toplumun %0,5-
I'ini etkilemektedir. Aile ve ikiz ¢aligmalari sizofreninin %85 oraninda genetik
faktorlerin etkisi altinda gelistigini gostermektedir. Karyotipleme ile sizofrenili
hastalarda kromozomal abnormaliteler saptanmistir. $izofreninin bazi delesyon
sendromlarina eglik edebildigi de bilinmektedir. Genetik etiyolojisi tanimlanama-
yan sizofrenili olgularin ¢esitli KMA platformlari ile analizi sonucunda yaklagik
%5’inde hastalikla iligkili CN'V saptanmustir (16). Bu ylizden KMA, gerek de novo
gerekse familyal sizofreninin genetik nedenlerinin belirlenmesinde yararli bir
teknik olarak karsimiza ¢itkmaktadir.

- 145 -



Gtincel Tibbi Biyoloji ve Genetik Calismalari 11

OSB, sizofreni ve MRi olgularda saptanan 1q21.1, 15q11.2, 15q13.3 ve
16p13.11 bolgelerindeki mikrodelesyonlar, epilepsi hastalarinda da saptanmuistir.
Genel olarak ¢alismalara bakildiginda idiyopatik epilepsili olgularin %3-4"tinde
CNV’lerin saptandig goriilmektedir. Bir diger noropsikiyatrik hastalik olan dik-
kat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu hastalarinda KMA platformlar: ile CNV
saptanma oraninin %8-17 oldugu bildirilmektedir (16). Ek olarak, belirli tekrarla-
yan CNV’ler, nérogelisimsel hastaliklara yatkinlik olusturmaktadir. Bu durumlar-
da genetik penetrans tam olmamakla beraber, tipik olarak %10 ile %60 penetrans
gostermektedir (19).

BILIMSEL ARASTIRMALARDA KMA KULLANIMI

Molekiiler karyotipleme ile iliskili bilimsel arastirmalarin genelinde, konvansiyo-
nel sitogenetik analiz ile belirlenemeyen submikroskobik CNV’lerin analizinin,
etyopatogenezi tam olarak tanimlanamamis hastaliklarin aydinlatilmas: agisin-
dan olduk¢a 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Baz1 CNV analiz platformlar:
esnek olup, siparis usulii prob sayisinin genomun belli bolgesinde arttirilmasty-
la, hedef genomik bolge daha detayli ve dogru olarak incelenebilmektedir. Elde
edilen veriler, en yaygin olarak Database of Genomic Variants (DGV) veritaba-
n1 ile karsilastirilmaktadir. Bu veritabaninda yer alan HapMap projesi verilerini
de igeren binlerce saglikli bireye ait CNV verisi, patojenik CNV’leri belirlemek
i¢in kullanilmaktadir. ‘Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in
Humans Using Ensembl Resources (DECIPHER)’ ve ‘European Cytogeneticists
Association Register of Unbalanced Chromosome Aberrations (ECARUCA)’ ve-
ritabanlari ise fenotipik abnormalitelere sahip bireylerin CNV’lerini igerir (6).
Herhangi bir patolojik CNV, belli fenotipteki hasta grubunda artis gosteriyor ise
o bolge hastalik i¢in potansiyel aday bolge olarak diisiiniilmektedir. CNV saptan-
mayan ayni fenotipe sahip diger hastalarda o bolgedeki genlerin dizi analizi, CNV
¢alismalarindan sonraki basamagi olusturmaktadir. Genlerden birinde mutasyon
saptanmasi, aday gen olasiligini arttirmakta ve fonksiyonel ¢aligmalarin 6nciisii
olabilmektedir. Bu yolla hastaliklarin bilinmeyen patofizyolojisi aydinlatilabilir.

Hastaliklardan sorumlu aday genleri belirlemek icin en siklikla kullanilan tek-
nik, linkaj analizidir. Ancak baz1 hastaliklarla iligkili aday genleri belirlemek iize-
re, tiim genomu kapsayan linkaj analizi heniiz yapilmamaistir. Bu durumun baslica
nedeni ilgili hastalik agisindan ailesel olgularin olduk¢a nadir olmasi, ailesel va-
kalarda da hastaliktan etkilenmis bireylerin yalnizca iki jenerasyonda gozlenme-
sidir. Boyle durumlarda, aCGH, malformasyon sendromlart ile iligkili yeni aday
genleri aragtirmak i¢in oldukga etkin kullanilan bir tekniktir. Tiirkiyede, Demir
Eksi ve arkadaslari, konjenital gelisim anomalileri olan Miilleryan Aplazi (Ma-
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yer-Rokitansky-Kiister-Hauser Sendromu) ve Konjenital Bilateral Vas Deferens
Yoklugunun bilinmeyen genetik etiyolojisini tanimlamak {izere ¢alismalar yap-
mustir. Bu ¢aligmalar sonucunda, ilgili hastaliklarla iligkili olabilecek olasi aday
genomik bolgeler ve genler tanimlanmustir (20, 21).

Tim genoma belli araliklarla dagilmis problarla elde edilen CNV bulgulari,
genoma ait kapsamli veri sunmaktadir. Bu yaklagim ile sebebi bilinmeyen mental
retardasyonlu olgularin %15-20’sinin etiyolojisi agiklanmistir. Dolayisiyla, KMA
sistemleri, malformasyon sendromlari ile iliskili yeni genlerin bulunmasi i¢in ol-
dukea elverisli tekniklerdir (22).

KMA'NIN KONVANSIYONEL SITOGENETIK ANALIZE GORE
USTUNLUKLERI

KMAnin en 6nemli yararlarindan birisi genomik aberasyonun kesin olarak ta-
nimlanmasina olanak saglamasidir. Kesin olarak tanimlar ¢iinkii, kromozomal
varyasyonun sinirlar1 (koordinatlar) daha dogru belirlenebilir ve sonraki ¢alig-
malarda o kromozomal bélge detayli incelenebilir. Bu sadece submikroskobik
varyasyonlar i¢in degil ayn1 zamanda mikroskopta belirlenmis ancak orjini bi-
linmeyen sitogenetik abnormaliteler i¢in de 6nemlidir. Marker kromozomlar ve
dengesiz kromozomal aberasyonlar bunlara 6rnek verilebilir. Béyle varyasyon-
larda fenotip ile iliskilendirebilmek icin, ilgili kromozomal bolgeyi ve igerdigi
genleri ya da regiilator dizileri iyi bilmek gerekir. Ciinkii ortaya ¢ikacak klinik
fenotip ve prognoz, o DNA bolgelerine ve kopya sayist artis ve azalig miktarina
gore sekillenir. KMA, varyant bolgenin tanimlanmasi ve klinik ile iligkisinin hizh
ve etkin bir sekilde kurulmasina olanak saglar. Bu yapilirken de, genom ve insan
hastaliklar1 iligkili veritabanlarindan yararlanilir (3).

CNV patojenitesini belirlemede, yalnizca biiyiikliigiiniin bilinmesi tek bagina
yeterli degildir. Ornegin CNV gen agisindan fakir biiyiik bir alani igine kapsi-
yorsa fenotipe etkisi ¢ok olmayacaktir. Diger taraftan kiigitk ama gen agisindan
zengin bir bolgenin fenotipik etkisi daha belirgin olacaktir. KMA ayn1 zamanda,
dengeli gibi goriinen ancak anormal fenotipe sebep olma agisindan %6,7 oranin-
da ampirik risk tastyan de-dovo kromozomal diizenlenmelerin belirlenmesinde
de yardimci olmaktadir. KMA ile kromozomal kirik bolgelerindeki olasi kiigiik
delesyon ve duplikasyonlar belirlenebilir ve klinik tablo genetik olarak daha net
ag¢iklanabilir. Konvansiyonel sitogenetik analiz yapilmadan KMA yapilirsa, den-
geli kromozomal diizenlenmeler saptanamaz. Bu durum da ileri molekiiler tet-
kiklerin 6niinde bir engel teskil eder. Ek olarak, KMAdan &nce bir hiicre kiiltiirii
agamasina ihtiya¢ duyulmadigindan, kan, mikrovillus, amniyotik siv1 gibi doku-
lardan dogrudan DNA izole edilerek analiz edilir. Dolayisiyla, kisa siirede veri
elde edilebilir (3).
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KMA'NIN KISITLILIKLARI

KMA, hasta ve kontrol DNA'y1 karsilastirarak genetik dengesizlikleri ortaya ¢ika-
rir. Bu sebeple dengeli kromozomal aberasyonlar KMA ile saptanamamaktadir.
Her ne kadar dengeli kromozom aberasyonlari, tasiyan birey i¢in fenotipik bir
etki olusturmasa da, o kisinin gebeligi agisindan risk teskil edebilmektedir (3).

Farkli laboratuvarlar, farkl: tipte ve rezoliisyonda KMA testleri onermektedir.
Hastaya uygun KMA testi istendiginden emin olunmalidir. Diger taraftan, KMA
ile diistik seviye mozaizm, inversiyonlar, dengeli kromozomal translokasyonlar ve
nokta mutasyonlari tespit edilememektedir. Bu sebeple, tekrarlayan spontan dii-
stikleri olan ciftler ve otizmli, gelisme geriligi ve/veya ¢oklu konjenital anomalisi
olan ¢ocuklar i¢in G bantlama yapilarak karyotipi belirlemek gerekebilmektedir.
Giinimiizde, KMA, epilepsi ve noropsikiyatrik hastaliklar i¢in birincil 6nerilen
test konumunda degildir. Ayrica, yaygin goriilen kiigitk CNV’lerin heniiz klinik
onemi tam olarak tanimlanmamuistir (2).

SONUC

KMA testinde, heterozigosite kaybi, uniparental dizomi gibi nétral kopya sayis
degisimlerini veya DNA segmentlerinin kaybi ve artisini belirlemek tizere mikro-
arrayin tipine bagli olarak molekiiler problar kullanilir (2).

KMA, konvansiyonel kromozom analiz yontemlerinde belirlenemeyen klinik
olarak anlamli kromozomal delesyon ve duplikasyonlar1 saptamak i¢in oldukea
onemli bir gelisme olarak karsimiza ¢ikmaktadir (23, 24).

KMA, rehber ve yayinlarda, otizim spektrum bozuklugu, gelisme geriligi/en-
tellektiiel bozukluk ve/veya ¢oklu konjenital anomalisi olan ¢ocuklar ve USGde
anomali goslenen fetuslar i¢in birinci basamak test olarak onerilmektedir (1, 25,
26).

KMA istemi yapmadan 6nce, KMA ile ailelere nasil bir veri verilecegi genetik
danigma kapsaminda iletilmelidir. Eger bir ¢ocukta Down sendromu gibi bilinen
bir genetik hastaligin semptomlar1 varsa dnce bu hastalik i¢in gereken molekiiler
test yapilmalidir (2).

Laboratuvara hastanin klinik bilgileri de verilirse spesifik CNV’lerin tespit
edilme olasilig1 artacaktir (2).

Klinisyenler ve hastalar, ‘6nemi bilinmeyen varyantlar (variant of unknown
significance-VOUS)’ tespit edilebilecegi konusunda bilgi sahibi olmalidir (27).

Genel olarak, patojenik varyantlar, bilinen mikrodelesyon ve mikroduplikas-
yon sendromlarini, ‘haploinsufficiency” sonucu ortaya ¢ikan hastaliklarda belirle-
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nen gen delesyonlarini ve bircok geni kapsayan biiyiik delesyon ve duplikasyon-
lar1 igermektedir (2).

KMA ile nokta mutasyonlar1 ve intragenik kii¢iik delesyon ve duplikasyonlar
saptanamamaktadir. KMA ile otizm spektrum bozuklugu, gelisme geriligi/ente-
lektiiel bozukluk ve/veya konjenital anomalilere sahip ¢ocuklarin %15 ila %20
sinde delesyon ya da duplikasyonlar saptanabilmektedir. Ayni hastalik grubuna
sahip ¢ocuklarda, G bantlama ile kromozomal aberasyon belirlenme olasilig ise
%3-5’te kalmaktadir (23, 24).

Laboratuvarlar, bir CN'V’nin patojenitesini belirlemek i¢in, delesyon veya dup-
likasyonun biiyiikliigiine, ilgili bolgedeki genlere, delesyon veya duplikasyonun pa-
rental gecisine, literatiir verilerine ve hastadaki semptomlara bakmaktadirlar (2).

KMA testi icin EDTAL1 ya da sodyum heparinli bir tiipte kan 6rnegi gerek-
mektedir. Kan 6rneginin, laboratuvara oda sicakliginda transferi 6nerilir ve buz-
dolabinda ya da dondurucuda tutulmasi dnerilmez (2). Parental kan 6rnekleri de,
hastaya ait genetik bulgularin klinik 6nemini belirlemek i¢cin ¢ogu zaman talep
edilir (2).
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