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Spesific Array-CGH Design and Application in Skeletal Dysplasia
Iskelet Displazilerine Ozgii Array-CGH Dizayni ve Uygulamas1

Aydin H, Kalayc1 Yigin A, Ozdemir F, Seven M
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, Istanbul, Tiirkiye

ABSTRACT Key Words:

Skeletal dysplasia (SD) and associated disorders classified 42 groups and 436 defined diseases. Totally 364 Skeletal Dysplasia

genes are associated with SD. The design of high-resolution array-CGH allows research to be done with A CGH '
rray- ,

advanced technology in the genetic diseases that still unknown etiology and molecular basis.

The aim of this study was to design a new high-resolution arrayCGH microchip for skeletal dysplasias.

To work; Eight patients who were admitted to Cerrahpasa Medical Faculty, Medical Genetics Department,
and diagnosed as skeletal dysplasia but had no known chromosomal abnormalities, any change that can be
detected by routine molecular techniques or no metabolic cause were included.

We designed a microarray slight containing 14127 probes for the intronic and exonic regions of the 226 SD
genes and also the 44K Array-CGH probe group that is standardized by ISCA. Data obtained from these
designed array-CGH slides were evaluated with the CytoGenomics program. The investigation by this
method achieved 85% success in patients. We detected copy number changes in 7 out of 8 patients. The
detected changes have the possibility of being candidate genes for related syndromes. We think that the
designed microarray slight will be useful for re-identifying the criteria of SD and new subgroups and also
describing the candidate genes of SD with unknown etiology.

OZET

Iskelet displazileri 42 ana gruba ayrilan 436 hastaliktan olusmaktadir. Bu hastaliklar yaklasik 364 genin bir

Design of Microarray.

Anahtar Kelimeler:

veya birkagi ile iliskilendirilmektedir. Yiiksek rezoliisyonlu array-CGH dizayni, etiyolojisi ve molekuler Iskelet Displazisi,
temelleri iyi bilinmeyen genetik hastaliklarda, ileri teknolojik arastirmalarin yapilmasina olanak Array-CGH,
saglamaktadur. Mikroarray Dizayni.
Bu ¢aligma icin iskelet displazilerine 6zgii yiiksek rezoliisyonlu yeni bir arrayCGH mikrogip tasarlanmasi

amaglandi.

Calismaya; Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na bagvuran ve iskelet displazisi tanisi
alan, ancak etiyolojisinde bilinen herhangi bir kromozomal anomali, rutin molekiler tekniklerle tespit
edilebilen bir degisim veya metabolik bir neden bulunamayan 8 hasta dahil edildi.

Tiim genom incelemesi i¢in ISCA tarafindan tasarlanan 44K array-CGH prob grubuna ilave olarak iskelet
displazilerinde tammlanan 226 gen bolgesine 0zgii, ekzonik ve intronik alanlari da kapsayacak sekilde
14127 adet prob kullanarak yeni bir mikrocip dizayn edildi. Tasarlanan bu array-CGH slaytlarindan elde
edilen veriler CytoGenomics programiyla degerlendirildi. Hazirlanan mikrogiplerle incelenen hastalarda
%85 oraminda basar: saglandi. Analiz edilen 8 hastamn 7 ’sinde anlamli kopya sayisi degisikligi saptandh.
Belirlenen bu degisikliklerin iliskili sendromlar igin aday genler olabilecegi, bu tasarimin modifiye
sekilleriyle iskelet displazisi tani kriterlerinin yeniden belirlenebilecegi, yeni alt tiplendirmelere yol
gosterebilecegi ve etiyolojisi  bilinmeyen displazilerin molekiiler temellerinin agiklanmasina imkan
saglayabilecegi diisiintilmektedir.

genin icinde yer aldigt toplam 364 farkli gen
tanimlanmistir.  Molekiiler calismalarla  belirlenen
degisimler genellikle patojenik, olasi patojenik, klinik
onemi bilinmeyen ya da hastalifa neden oldugu

GIRiS

Iskelet displazisi (ID); kemik ve kikirdagin sekil, boyut
ve yogunluk degisimini iceren; genetik nedenlerle
ekstremite, gogiis, kafatast ve vertebra gibi iskeleti

olusturan yapilarin anormal gelisimiyle karakterize
heterojen bir hastalik grubudur (1). 3000 ila 6000°de 1
gOriildiigii tahmin edilmekte ve perinatal Sliimlerin
%0,9’unun ID’lerinden kaynaklandigi
bildirilmektedir (2,3).

ID, Uluslararas: Iskelet displazisi Dernegi (ISDS)
tarafindan klinik, molekiler, biyokimyasal ve/veya
radyolojik kriterlere gére 436 hastaliktan olusan 42
gruba ayrilmistir. Bunlarla iliskili bir veya birden fazla
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bilinmeyen varyantlar olarak siniflandirilmaktadir (4).
Insan genom projesinin sagladig1 gelismeler sayesinde
iskelet displazileri daha kolay anlagilir hale gelmistir.
Gelisen teknoloji ile iskelet gelisimi, biiylimesi ve
devamimi saglayan ¢ok sayida genler ve yolaklar
tamimlanmustir. Genler ile klinik ve biyokimyasal
sonuglar arasinda nasil  bir iliski  oldugunu
tanimlayabilen temel molekiiler mekanizmalar giderek
daha fazla anlagilmaktadir (5).
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Array Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH),
submikroskobik DNA kopya sayist degisikliklerini
haritalama ve tespit olanagt saglayan yiiksek
¢coziintirliikte gelismis bir teknolojidir. Array-CGH
diizenli bir sira ve boyutta yerlestirilen problarla
genomdaki cok kiigiik degisimlerin tespitine imkan
saglamaktadir. Array-CGH, tasarim ve iiretime bagl
olarak farklilik gosterirken, tiim genom analizlerine
olanak saglayabilen bir yontemdir. Aday gen
aragtirmalarina da tartigilmaz katkilar saglamaktadir.
Array-CGH  molekiler  etiyolojisi  bilinmeyen
bozukluklarda tiim genom incelemelerinde ilk basamak
olarak kullanilabilir bir yontemdir. Ayrica molekiiler
etiyolojisi bilinen hastaliklarda, ilgili genin niikleotid
dizisi incelenmesine ragmen, herhangi bir degisiklik
tespit edilemedigi durumlarda da ilk basamak olarak
kullanilabilir (6,7).

Bu ¢aligmada; ID ile ilgili oldugu diisiiniilen genomik
bolgeleri ylksek rezolusyonlu tek bir slaytta toplayarak
hastaligin  etiyolojisinin  belirlenmesine  yonelik
caligmalara imkan saglanmasi, embriyolojik olarak
kemik ve kikirdak gelisiminde etkili olan genomik
bolgelerin  belirlenmesine  katkida  bulunulmasi,
heterojen ve dort yuzden fazla alt tipi belirlenmis olan
ID’li hastalarda olas1 mikrodelesyon veya duplikasyon
gibi  yeniden dizenlenmelerin  klinik bulgularla
iliskilendirilmesi ve ID’lerin alt tipleriyle iliskili
submikroskobik degisikliklerin tespiti durumunda bu
hastalikla  iligkili ~ yeni  genlerin  belirlenmesi
amaglanmustir.

MATERYAL METOD

Caligma grubu, Cerrahpasa T1p Fakiiltesi T1ibbi Genetik
Anabilim Dali Genetik Polikliniginde ID tanisi
konularak izlenen hastalar arasindan segilerek
olusturuldu. Hasta grubuna etiyolojisinde bilinen
herhangi bir molekiler degisim bulunmayan vakalar
dahil edildi. Caligmaya alinacak hastalar, detayli 6ykii,
fizik muayene, radyolojik gorintulemeler,
biyokimyasal ve metabolik testler ile molekiiler
analizler yapildiktan sonra belirlendi. Bu hastalar
arasindan iskelet anomalisi olmayan veya bilinen genin
incelenmesi tamamlanmayanlar ve ID icermeyip
multipl konjenital anomalisi olanlar ¢alisma disinda
birakildu.

Tiim ID’li hastalara karyotip analizi yapildi. Herhangi
bir kromozomal anomali saptanan hastalar ve
dogumsal metabolik bozukluklara bagli olusan ID’li
vakalar calismaya dahil edilmedi. Bu amacla hastalara
idrarda organik asit ve kanda amino asit analizi ile
metabolik testler yapildi. Degerlendirmeler sonucunda
6’st erkek, 2’si kiz olmak iizere toplam 8 hasta
caligildi.

Tim hasta ve ailelerinden bilgilendirilmis onam alind1.
Hastalardan o6rnek alim ve analiz ¢aligmalarina etik
kurul onay1 alindiktan sonra baslandi.
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Iskelet Displazilerine Ozgii Yiiksek Rezoliisyonlu
Array-CGH Tasarimi

ISDS tarafindan ID ile iliskilendirilmis 226 gen
bolgesiyle birlikte Uluslararast Sitogenetik Array
Standardizasyon Grubu (ISCA) tarafindan belirlenen
kromozomal bélgelerin de incelenmesini
saglayabilecek sekilde tlm genomu tarayan, lokusa
0zgii tasarim olanagi sunan gelismis teknolojiler
kullanarak Array-CGH slayt tasarimi yapildi. Yiksek
ozgiilliikte eslesmeye olanak saglayan 60 mer problar
iceren, istege bagli tasarim yapilmasina olanak sunan
Agillent Inc. tarafindan iiretilen “SurePrint G3 Custom
CGH, 8x60K” slayti ile ¢aligma yapildi. Prob dizayni
icin earray.chem.agilent.com/earray mikroarray
programu kullanildi. Programin kullanimimiza sundugu
problar, ilgili lokuslar1 kapsayan 200-500 bg araliginda
olacak sekilde, yiiksek rezoliisyonlu bir mikrogip

tizerine yerlestirildi. Boylece hassas (zoom-in)
incelemeye olanak sunan bir slayt hazirlanmig oldu.
Analizde sinyal kirliligi olugmamast ve

degerlendirmenin giivenli aralikta yapilabilmesi igin
prob yerlesimi, sinyal log2 degeri -1 ve +1 araliginda
olacak sekilde tasarlandi. ID igin belirlenen 226 gen
bolgesini incelemek amaciyla ilgili genlerin ekzonik ve
intronik alanlarim1 kapsayan 14127 prob kullanildi.
ISCA’nin tanimladigi 44000 adet prob, inceledigimiz
lokuslar disinda olabilecek kopya sayisi degisimlerini
(CNV) yakalayabilmek amaciyla tim genomu
kapsayacak sekilde mikrogipe ilave edildi. Tarama
cihazindan elde edilen prob sinyallerini saglikl
okuyabilmesi igin sistem i¢inden bir normalizasyon ve
5 tekrarlik bir replikasyon grubu belirlenip tasarima
danhil edildi.

UCSC genome browser araciligiyla, tasarladigimiz
problarin hem ilgili lokuslar hem de tiim genom
iizerindeki dagilimi incelendi ve prob tasarimi
konfirme edildi.

Sonug olarak, tim genomu taramaya uygun olan 44000
proba, ID ile ilgili 226 gene 6zgii 14127 prob eklenerek
mikrogip tasarimi tamamlandi.

DNA izolasyonu

DNA eldesi ticari DNA izolasyon Kkiti (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ile
gergeklestirildi. Calisma saflik degeri 1.7 — 1.85

arasinda olan DNA 6rnekleriyle yapild.
Array-CGH Uygulama Protokolu

Calisma SurePrintG3 Human CGH Microarray Kit,
8x60K (Agilent Inc.) protokolundeki enzimatik
yonteme gore yapildi. Enzimatik yontemde DNA’da
200-500 bg’lik fragmanlar olusturularak daha kolay
hibridizasyon saglanmaktadir. Caligma protokoliine
uygun sekilde sirayla enzim kesimi, isaretleme,
isaretlemenin  saflastirilmasi,  hibridizasyon  ve
hibridizasyon sonrasi yikama yapildi.
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Tablo 1: Hastalarin klinik, radyolojik ve laboratuvar bulgulari

Olgu Fizik Muayene Bulgulari Radyolojik Bulgular Karyotip  Metabolik testler
Ekstremitelerde multipl sislik, .
1 deformasyon, hemanjiomlar Multipl enkondrom ve punktat lezyonlar, 46, XY N
2 F_rontal ?OklkaUK‘ brakisefali, Sintelensefali, wormian kemik veya split metopik str 46, XY N
dismorfik yiiz
3 Agr kifoskolyoz Hemivertebra, rotoskolyoz, 46, XX N
4 Dismorfik yiiz, kisa boy, pektus Horizontal asetabulum, metafizyel diizensizlik, skolyoz, 46. XY N
karinatum vertebralarda yariklanma, ileri kemik yas1 '
5  Dismorfik yiiz, kisa boyun Horizontal .ase.tabulltlm, pelviste “Isve¢ anahtar1” femur bas, 46, XX N
coxa vara, ileri kemik yasi,
Makrosefali, kisa boy, mezomelik Spondiler ve metafizer diizensizlik, mezomelik kisalik,
6 P . 46, XY N
kisalik gecikmis kemik yas1
Dismorfik yiiz, aglossi, bifid uvula, . . -
7 adakili, hafif MR Metatarsal terminal ameli, adaktili 46, XY N
Platispondili, metafizyal diizensizlik, diafizyal sekil
8  Dismorfik yiiz, koreal opasite bozuklugu, femur basinda diizlesme, asetabular ¢atida 46, XY N

silinme ve pelvis restriksiyonu, serebellar vermis hipoplazisi,

serebellar molar dis isareti

N: Normal
Slaytlarm Taranmasi ve Sonug¢larin
Degerlendirilmesi

Slayt, yitkama sonrasi tarama i¢in, Agilent Nukleik Asit
Tarayici’ya yerlestirildi. Okuma profili Agilent
G3 _CGH 8x60K’a ig¢in ayarlandi. Analiz i¢in elde
edilen veriler Agilent CytoGenomics 1.5 programina
Design dosyalari ile beraber yiiklendi. Yapilan analizde
amplifikasyon icin temel olarak 0.4, delesyon igin
0.6’nin iistii anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Hastalarin Bulgular

Caligmaya, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Genetik Polikliniginde takip edilen 2’si
kiz, 6’s1 erkek olmak iizere, iskelet displazili toplam 8
hasta alindi. Kizlarin yas ortalamas1 16512 yas, erkek
hastalarin yas ortalamast 11 yas, tim hastalarin yas
ortalamasi ise 12412 yag olarak hesaplandi. Hastalarin
en kiigiigii 12 yaginda, en biiyiigii ise 39 yasindayd.
Her bir hastanin klinik ve laboratuvar bulgusunun
bagimsiz ve farkli olmasi nedeniyle olgular tek tek ele
alinarak degerlendirildi (Tablo 1) ve érnek olarak olgu
1, 3 ve 4’e ait radyolojik bulgular Sekil 1°de sunuldu.

Array-CGH Bulgular:

Caligmada array-CGH protokolii uygulamasinin ilk
asamasi olan enzimatik kesim sonrasi hasta ve referans
DNA’larinin jel goriintiileri kaydedildi.

Protokoliin isaretleme asamasindan sonra DNA ve

boya  konsantrasyonlar1  Olglimleri  kullanilarak
isaretleme degeri, spesifik aktivite ve iiriin (yield)
degerleri hesaplandi. Hesaplanan degerlerin

hibridizasyon i¢in uygun olduguna karar verilerek
caligmaya devam edildi.

Array-CGH laboratuvar islemleri bittikten sonra tiim
olgularin bir arada oldugu slayt goriintiisii ve her bir
olgu i¢in ayr1 QC raporu elde edildi.
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Veriler Cytogenomics 1.5 versiyonu ile analiz edildi.
Maffucci sendromu tanili 1’nolu olgunun 14q13.1
bélgesinde 302013 bg¢ uzunlugunda 0.6 degerinde
amplifikasyon, ID tanil1 3 nolu olgunun sirasiyla 3q28
ve 11ql1 bolgesinde 3755 ve 82635 bg uzunlugunda -
0.9 ve -3.4 degerinde delesyon, ID tamli 4 nolu
olgunun sirayla 8p11.22, 8q24.3, 18q22.3 ve Xq21.1
bolgesinde 127265, 137335, 464417 ve 268412 bg
uzunlugunda 1.15, 1.01, 0.78 ve 0.79 degerinde

Sekil 1: a-b) 3 no’lu olgunun fizik ve vertebral BT’de skolyoz
goriniimd, ¢) 1 no’lu olgunun sag el grafisinde enkondrom ve
punktatlar d) 4 no’lu olgunun torako-vertebral grafisinde skolyoz
gorinuma.
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Tablo 2: Olgularda submikroskobik degisiklik gosteren bolgeler ve 6zellikleri

Olgu Lokalizasyon Degisim Boyutu Band Prob Del/Dup
1 chrl4: 34618387-34920399 302013 q13.1 5 0.604464
3 chrl1:55368154-55450788 82,635 qll 3 -3,433067
3 chr3:189364173-189367927 3,755 q28 4 -0,930716
4 chr8:39258894-39386158 127,265 p11.22 3 1,157281
4  chr8:145811171-145948505 137,335 q24.3 3 1,013028
4 chrl8:68784844-69249260 464,417 q22.3 7 0,785639
4 chrX:77395711-77664122 268,412 g21.1 5 0,791744
5  chr7:125343961-125669552 325,592 q31.33 5 -0,953419
5  chr7:143852973-144204173 351,201 q35 5 0,826954
6  chr8:39258894-39386158 127,265 p11.22 3 -5,718045
6  chrl0:46984913-47590995 606,083 ql1.22 5 0,837165
6  chrl5:20686196-22173977 1,487,782 gqll.1-ql1.2 3 1,118392
7  chr3:189364173-189367927 3,755 q28 4 -1,155009
8  chrl:247962269-248563836 601,568 q44 11 0,752796
8  chr2:242930600-243007359 76,760 q37.3 4 -0,974070
8  chr10:46984913-47590995 606,083 ql1.22 5 0,903783

*del: delesyon (kayip); dup: duplikasyon, (artig)

2 no’lu olguda herhangi bir degisim tespit edilmedigi icin tabloda yer verilmemigtir.

amplifikasyon, Desbuquois sendromu tanili 5’nolu
olgunun 7q31.33 bolgesinde 325592 bg¢ uzunlugunda -
0.95 degerinde delesyon ve 7q35 bolgesinde 351201 bg
uzunlugunda 0.82 degerinde amplifikasyon, ID tanili 6
nolu olgunun 8pl1.22 holgesinde 127265 bg
uzunlugunda -5.71 degerinde delesyon ve 10ql11.22,
15911.1-q11.2 bolgesinde 606083 ve 1487782 h¢
uzunlugunda 0.83 ve 1.11 degerinde amplifikasyon,
Aglossi-adaktili Sendromu tanili 7 nolu olgunun
3q28bolgesinde 3755 bg¢ uzunlugunda -1.15 degerinde
delesyon (Sekil 2), Joubert sendromu + ID tamili 8 nolu
olgunun sirayla 1g44 ve 10q11.22 bolgesinde 601568
ve 606083 b¢ uzunlugunda 0.75 ve 0.90 degerinde
amplifikasyon, ayrica 2q37.3 bolgesinde 76760 bg
uzunlugunda -0.97 degerinde delesyon oldugu
saptand1. 2 nolu olguda ise herhangi bir degisim tespit
edilmedi. Analiz verileri Tablo 2°de gosterilmistir.

TARTISMA

ID icin ISDS tarafindan smiflama yapilmasina ragmen
tan1 kriterlerinin belirlenmesi olduk¢a zordur. ID’nde
klinik ve radyolojik bulgularin birbirine benzemesi

nedeniyle en saglikli bilgi molekiiler tant yontemleriyle
elde edilmektedir. iD’lerin gogunda iliskili genler
tamimlanmis, iligskisi  bilinmeyen genlerle ilgili
molekiiler ¢alismalara devam edilmektedir  (4).
Etiyolojisi bilinmeyen bu tip ID’leri i¢in giiniimiizde
tiim ekzom sekanslama (WES), klinik ekzom (CES) ve
ID’lerine 6zgii gen panelleri yeni nesil dizileme (NGS)
gibi  gelismis  yontemlerle  tam1  konulmaya
caligtlmaktadir (8).

Akondroplazi, Apert Sendromu gibi ID vakalarinda tek
niikleotid degisimleri rol oynarken, epifiziyal displazi
olgularinda mikrodelesyon ve mikroduplikasyon gibi
mutasyonlar hastalifa neden olabilmektedir (9, 10).
Kopya sayis1 varyasyonlart (CNV) DNA’nin bazi
bolgelerinin kopya sayisindaki polimorfik
farkliliklardir. Bu degisiklikler, 1 kilobazdan 10’larca
megabaza uzayabilen DNA bdélgeleri olup, tim genoma
dagilmis halde bulunurlar. Patolojik kopya sayist
degisiklikleri ise delesyon veya duplikasyon seklinde
olabilmektedir. Yapisal varyasyonlar genelde birgok
geni ve bu genlerin anlatimini diizenleyen bolgeleri
etkileyebilir. Ayrica genomun bazi bdlgelerinde

Chr 3: 189267284-189464815, 197 Kb

Custom Position 7

+ 4+
=)

o
O R T EF

30 Mb

189.33 Mb

1189.36 b

189.39 Mb

189.43 Mb

Sekil 2: 7 no’lu olguda tespit edilen delesyon goruntusii.
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belirgin bir fenotipe yol agmadiklari gibi bazen de gen
dozajim1 ve anlatimmi olumsuz etkileyebilirler. Bu
etkilesim sonucunda, tek baslarina ya da baska genetik
ve c¢evresel faktorlerle birlikte hastalik nedeni
olabilmektedirler (6,7,11).

El-Gharbawy AH ve arkadaglari tarafindan yapilan
¢alismada kleidokranial dizostozis ve hipofosfatazyali
bir olguda RUNX2 geninin nikleotid dizi analizinde
herhangi  bir  degisim  bulunamanus, yiiksek
rezolusyonlu array-CGH analizinde ise RUNX2 geninin
C-terminal kisminda mikrodelesyon oldugu tespit
edilmistir (12). Bu g¢alisma etiyolojisi bilinmeyen
olgularda oncelikli olarak
mikrodelesyon/mikroduplikasyon arastirilmasi
gerektigine ve tasarladigimiz slaytin Onemine isaret
etmektedir.

Tasarlanan bu yeni mikrogip ile analiz edilen 8
hastanin 7’sinde patojenik, klinik dnemi bilinmeyen ya

da hastaliga neden oldugu disiiniilmeyen varyantlar
tespit edildi. Bir hastada ise herhangi bir degisiklik
tespit edilmedi. Elde ettigimiz veriler 1s1ginda, tim
genom ve lokusa 6zgii prob grublari icermesi nedeniyle
yeni tasarladigimiz array-CGH mikrogip, molekiler
etiyolojisi saptanmamis iskelet displazilerinde ilk
basamak tarama yontemi olarak kullanima uygun hale
getirildi. Bu g¢alismada, elde edilen verilerle
tasarladigimiz bu yeni mikrogipin giivenli bir sekilde
kullanilabilecegi gosterildi.

Elde edilen sonuclara gére literatiirde “zoom-in” ya da
“high resolution” array-CGH olarak da gecen bu lokusa
0zgii mikrogip tasariminin yeni nesil dizileme
tekniklerinden once maliyeti diisiirmesi nedeniyle 6n
tarama yoOntemi olarak hem arastirma hem de rutin
amagla kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Cikar catismasi
Tiim yazarlar ¢ikar ¢atigmasi olmadigin1 beyan eder.
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