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OZET

Tiim genom SNP (Single Nucleotide Polimorphism, SNP) genotipleme, baglant1 analizi ve iligkilendirme ¢alismalarinda kullanilan
etkin bir yontemdir. Bu yontem ile her bir SNP’e ait allel frekans dagilimi ve sinyal yogunlugu elde edilebildiginden, kopya sayis1
degisikliklerinin (Copy Number Variation, CNV) bilgisayar destekli olarak belirlenmesinde de yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bu calismada, akraba evliligi yapmis ve ¢ekinik gecisli bir progresif epilepsi tiiriine sahip bir ailede baglant1 analizi
amaciyla gergeklestirilmig olan tiim genom SNP genotipleme verisi CNV agisindan da degerlendirilmistir. Tiim genom SNP
genotipleme ayni aileden 8 ¢cocuk (6 etkilenmis ve 2 etkilenmemis) ve bu ¢cocuklarim etkilenmemis ebeveynlerinde HumanCytoSNP-
12 BeadChip kiti (Illumina) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu bireylere CNV analizi uygulandiginda saglikli olarak rapor edilen
bireyin 21. kromozomunda trizomi oldugu tespit edilmistir. Haplotip incelemesine dayal1 olarak gelistirilen yeni teknik ile
trizominin maternal kaynakli oldugu gosterilmistir. Bu calismamizda, SNP array veri analizi trizomilerde ebeveyn etkisinin
gosterilebilecegi yeni ve etkin bir yontem olarak sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Tiim genom SNP genotipleme, Trizomi 21, Kopya Sayis1 Analizi, Ebeveyn Etkisi

ABSTRACT

Whole genome SNP (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) genotyping is a well-established tool for linkage studies and
association analysis. This tool offers further advance in detecting copy number variations (CN'Vs), since allele frequencies and
signal intensities can be analyzed simultaneously using well-established algorithms with graphical outputs. In this study, SNP
based CNV analysis has been performed for a consanguineous pedigree afflicted with a recessive form of progressive epilepsy.
6 affected, 4 unaffected sibs and their unaffected parents have been genotyped using Illumina Human HumanCytoSNP-12
BeadChip (300K). Interestingly, in CNV analysis we have revealed trisomy of chromosome 21 who was reported to be unaffected
for the neurological condition. A haplotype based strategy using genotyping data from parents and the trisomic child revealed
maternal inheritance of the extra chromosomal copy. Herein, we present an effective novel approach for parent of origin detection
in trisomies.
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GIRIS

Insan genomundaki kopya sayis1 degisiklikleri (Copy
Number Variations; CNVs) DNA segmentlerinde kayip ve
kazanglarla ifade edilen genomik yeniden diizenlenmelerdir
(1), (2). CNV’ler hastaliklarla iligkili olabildikleri gibi toplumda
sik goriilen ancak patolojik olmayan varyantlar olarak da
genomda yer alirlar (1), (3). Uzunca bir stire CNV’lerin insan
genomundaki varyasyonlarin ¢ok kiigiik bir kismin1 temsil ettigi

diigiiniildiigiinden 6nemi anlagilamamustir (4).

Giintimiizde CNV’leri de iceren bir¢ok kromozomal
aberasyon yiiksek c¢oziiniirliige sahip tim genom
teknolojilerinden Array Karsilagtirmali Genomik Hibridizasyon
(Array Comperative Genomic Hybridization; aCGH) ve Tek
Niikleotit Polimorfizim (Single Nucleotide Polimorphisim;
SNP) array yontemleri ile tespit edilebilmektedir (5), (6).

SNP arrayleri ¢ekici kilan 6zellik kullaniciya 2 basamakli
analiz imkam saglamasidir. Tk basmakta DNA’nin tagidigi SNP
alleli ile uyumlu prob dizisine baglanmas1 ve tek baz uzama
prensibine dayali uygulamasiyla allel dagiliminin tespiti yapilir.
Analize ekstra bir boyut veren diger bir parametre de B Allel
Frekansidir (BAF). Her bir SNP’e ait 2 allel baz yapisi ne olursa
olsun A ve/veya B allel frekansi cinsinden ifade edilir. Boylece

heterozigot olan (AB) ve olmayan (Loss of Heterozygosity,

LOH; AA veya BB) bolgeleri belirlenebilir. Tkinci basamakta
ise, hasta bireylerin hedef sinyal yogunluklar: referans sinyal
yogunluklari ile kargilastirilarak her bir SNP’le iligkili bir de
CNV degeri elde edilir. CNV degeri icin kullanilan sinyal
yogunlugu Log R kesiri (Log R Ratio; LRR) ile ifade edilir ve
bu deger toplam sinyal yogunlugunun normalize bir 6l¢iitiidiir.
CNV normalizasyonu aCGHteki gibi 2 farkli 6rnegin array
oncesi karigtirilip, analiz edilmesi ile degil, caligilan tek bir
ornegin belirli sayida farkli 6rnek ile bilgisayar ortaminda
karsilastirilmasi ile yapilir. Elde edilen CNV degeri sayesinde
LOH boélgelerinin gercek homozigotlugu mu yoksa bir delesyon
kaynakl: allel kayb1 m1 oldugu anlagilabilir. BAF ve CNV
degerlerini bir arada kullanmak, diisiik seviyede mozaiklik
hakkinda da bilgi verebilir (7). Sonug¢ olarak SNP array ile
genomdaki kopya sayist degisiklikleri hem BAF hem de LRR

birlikte degerlendirilerek incelenmektedir (8).

SNP array verisi ile allel frekans dagiliminin belirlenebilmesi
sayesinde bireylerin her bir SNP pozisyonu icin genotipleri
tespit edilebilmektedir (6). Bu sayede genomdaki kayip ve
kazanc bolgeleri i¢in ve anne veya baba kaynakli bir anomali
olmasi durumunda genotip verilerinden faydalanilarak bu
anomalinin ebeveyn etkisi belirlenebilir. Bu ¢alismamizda
Trizomi 21 6rnegi tizerinden gelistirdi§imiz yontem ile tiim
trizomilerde ebeveyn etkisinin aragtirilabilmesi ig¢in

kullanilabilecek hizli ve etkili bir algoritmayr sunmaktayiz.

GEREC ve YONTEM

GEREC

Ornekler

Calismaya katilan tiim bireylerden Istanbul Universitesi
Istanbul T1p Fakiiltesi Etik Kurulunun 2012/844-1076 numaralt
etik onayia dayanarak bilgilendirilmis onam formu toplanmistir.
Klinik inceleme Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk

Norolojisi Boliimii tarafindan gergeklestirilmistir.

Ornek Hazirlanmasi ve SNP Array Analizi
DNA periferik kan 6rneklerinden iireticinin protokoliine
uygun olarak QIAamp DNA Blood Maxi Kiti (Qiagen, Hilden,

Germany) kullanilarak izole edilmistir. DNA 6rneklerinin kalite
ve miktar ol¢timleri NanoDrop UV-Vis spektrofotometrede
(Thermo Scientific) 260 ve 280 nm’de absorbans (A260/A280)
degerleri kargilastirilarak ve etidium bromiir ile boyanmig %1°lik
agaroz jel elektroforezi kullanilarak gerceklestirilmistir.
A260/A280 degeri 1.8- 2.0 arasinda olan ve jel goriintii
degredasyona ugramamig DNA’y1 isaret eden 6rnekler caligmaya
dahil edilmistir. Bu kalite kontrol agamasini gecen her 6rnek
konsantrasyonu 50 ng/ul ve miktar1 200 ng olacak sekilde
sabitlenmistir. Bu cipteki prob aralig1 ortalama 10 kb olarak
hesaplanir ve genoma yayilmig 220.000 adet belirteci igerir. Bu
belirtecler arasinda 200.000 polimorfik tagSNP ile sadece CNV
degeri veren bilinen sitogenetik anomalilere 6zgii 250 adet ve
hastalikla iligkili genleri hedefleyen 400 adet prob sayilabilir.
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Bu ¢ip 12 6rnegin birden caligilabilmesine olanak
saglamaktadir.

Bu caligmada akraba evliligi yapmis ve progresif epilepsinin
segrege ettigi genis bir aile kullanilmistir (Sekil 1). Toplam 9
kisiye ait SNP genotipleme tiim genom baglant1 ve CNV analizi
yapilmak iizere elde edilmistir. E12-34 numarali bireyde Trizomi
21 tespit edilince, bu makalede detaylari anlatildig1 tizere SNP
array verisi iizerinden trizomilerde ebeveyn etkisini tespit
edebilecek bir yontem gelistirilmistir. Ornekler standart protokole
(Illumina Infinium HD Ultra Assay) uygun olarak sirastyla tiim
genom amplifikasyon, fragmentasyon, hibridizasyon ve tek
baz uzama asamalarindan gecirilmis, ortaya ¢ikan floresan
1s1malar Ilumina iScan Reader ile taranmistir. Tarama sonrasi

olusan gorsel veri (idat dosyalart) llumina’nin bir yazilimi olan

GenomeStudio programinda Genotipleme Analizi Modiilii
kullanilarak incelenmistir. Problara ait genomik koordinatlar
Hg19 insan genom diizenlenmesine gore siralanmigtir. BAF ve
LogR degerleri ise Illumina, Inc. tarafindan saglanan ve yaklasik
120 kontrol 6rnegine ait bilgiyi iceren HumanCytoSNP kiime
dosyasi ile kargilagtirilarak elde edilmigtir. Kaliteli bir veri
eldesinin kriteri her 6rnek i¢cin okuma oraninin (call rate)
%99’dan biiyiik olmasi olarak belirlenmistir. Cipe yiiklenen
orneklerin sirast ile X ve Y kromozom sonuglari temel alinarak
hesaplanan cinsiyetlerin uyumlulugu karsilastirilarak aplikasyon
sirasinda ortaya ¢ikmis olabilecek herhangi bir karisiklik veya

kros-kontaminasyon riski degerlendirilmistir.

>

E11-233 E11-234

+ +
E11-232 E11-230 E11-237 E11-229 E11-236 E11-231  E1236 E1235 E11-235 E12-34
+ + + + + + + +

Sekil.1. Akraba evliligi yapmis ve ¢ekinik ge¢isli bir progresif epilepsi tiiriine sahip aile agaci. Genotip verisi olan
bireyler ‘+ ile isaretlenmistir. Ok ile isaretlemis bireyde Trizomi 21 gozlenmistir.

Kopya Sayis1 Degisikliklerinin Tespiti ve Analizi

Kopya sayis1 degisiklikleri sinyal yogunlugu ile ilgili bir
parametre olan LRR ve her bir SNP i¢in allel dagilimini temsil
eden BAF ile birlikte degerlendirilerek belirlenmistir. O civarinda
LRR degeri icin CNV beklenmez; artmis ve azalmig degerleri
i¢in ise sirasiyla insersiyon ve delesyon diisiiniilir. BAF
profilindeki beklenti dig1 sapmalar CNV tespitini
kolaylastirmaktadir. Bu calismada, tiim kopya sayis1 degisiklikleri
Illumina GenomStudio yazilimi ile hem gorsel olarak tespit
edilmis hem de ek bir yazilim olan cnvPartition ile tiim CNV

degerleri excel tabanli bir dosyada pozisyon, boy, aralik ve

tirleri ile daha detayli analiz edilmigstir (Tablo 1).

Ebeveyn Etkisinin Tespiti ve Analizi

Ebeveyn etkisinin tespiti icin GenomeStudio programindan
21. Kromozoma ait SNP haritas1 ve ilgili allel frekanslar
listelenmistir. Bu analiz i¢in ebeveynler (E11-233 ve E11-234),
trizomi 21°1i ¢ocuk (E12-34) ve iki kardesi (E11-229 ve E11-
235) kullanilmigtir. Bu liste Excel programinda cesitli

filtrelenerek incelenmistir.
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BULGULAR

Trizomi 21 tespiti:

Sekil 1°de gosterilen ve orijinalinde baglanti analizi i¢in 10
kisinin tiim genom genotip verisinin elde edildigi aile olas1
kromozom anomalilerine karst her kromozom i¢in CNV
acisindan incelenmistir. Bu analizde E12-34 kodlu bireyin
kromozom 21 boyunca trizomik oldugu goézlenmistir. Sekil
2’de E12-34 kodlu bireyin BAF ve LRR acisindan kromozom

21 veri goriintiileri normal bir 21. kromozoma sahip kardesi ile
(E11-236)karsilagtirmali olarak verilmistir. LRR degerlerinde
artis ve BAF frekans (f) grafiginin 3 panel (fAA=0, fAB=0.5,
fBB=1) halinde degil de farklilasmis 4 panel halinde gozlenmesi
(fAAA=0, fAAB=0.33, fABB=0.66 , fBBB=1) bu bolgede 3
kopya artis1 isaret etmektedir. Kromozom 21’in tamamiyla 3
kopya olmasi yani trizomi 21 Down Sendromu ile iligkilidir.
Klinik olarak da E12-34 Down sendromludur.
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Sekil 2. Normal ve trizomiye sahip 21.kromozom i¢in CNV analizi

Ebeveyn Etkisinin Tespiti:

E12-34 kodlu bireyde trizomi 21 gozlenince bu caligma
kapsaminda ebeveyn ve ¢ocuk genotipleri kullanilarak ebeveyn
etkisinin tespit edilebilmesi agisindan yeni, hizli ve efektif bir
yontem gelistirilmistir. Bu amagla oncelikle iki ebeveynin ve
trizomi 21°li ¢ocugun genotipleri 21 kromozom agisindan
listelenmis, daha sonra excel programi iizerinden harf ve renk
koduna gore filtrelenerek sadece annede ve babada homozigot
ancak birbirinden farklt SNP’lerin genotipleri birakilmistir. Bu
analiz ile 21. Kromozom boyunca yer alan 4326 adet SNP’ten

sadece 11 tanesi kullanilmistir. GenomeStudio Genotipleme

Modiiliine ait genotip listesi sadece 2 allelli durumu
hesaplayabildiginden bu 11 SNP’e ait 3 allel E12-34 numarali
bireyde frekans degerleri tizerinden hesaplanmistir. Yani,
herhangi bir SNP’e ait genotip BAF degeri 0 ise AAA, 0,33 ise
AAB, 0,66 ise ABB ve 1 ise BBB olarak hesaplanmistir.
Filtreleme ve frekansa gore allel dagilim1 hesaplama yontemiyle
E12-34’te hangi allelin hangi ebeveynden geldigi kolaylikla
anlagilabilmektedir (Sekil 3). Analizin daha kolay anlagilabilmesi
acsisindan kromozom 21’leri CNV agisindan normal 2 kardes
de analize dahile edilmistir. Sonug olarak E12-34 numarali
bireyin ekstra kromozom kopyasinin annesinden (E11-233)

geldigi tespit edilmisgtir.
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SNP Kodu | Krm
rs1153323| 21
rs2824143| 21
rs2826303( 21
rs405227 | 21
rs214488 | 21
rs2832373| 21
rs8132833| 21
rs9808802 | 21
rs2836055| 21
rs2837508 | 21
rs2026886 | 21

Sekil 3. Ebeveyn etkisinin tespiti i¢in kromozm 21 boyunca yer alan 11 SNP kullanilmigtir. Harf ve renk kodlarina gore
filtrelenen bu SNP’lerde aranan 6zellik annede ve babada farkli homozigotluga sahip olmasidir. Bu 6zellige sahip 11 SNP
icin E12-34 kodlu bireyde frekansa dayali genotipler manuel olarak belirlenmistir. Boylece E12-34 i¢in ekstra kromozomal
kopyanin anneden geldigi agik¢a gozlenmistir. (Kisaltmalar; p: paternal; m: maternal; krm: kromozom)

Isim Krm Baslangig (bg) Bitis (b¢) |Arahk (Mb)| CNV Yorum

49.260.879 50.589.798

Omek | X | 126.836.697 |128.035.154| 120 T

Tablo 1. CNV degerleri excel tabanli olarak pozisyon, boy, aralik ve tiirleri agisindan incelenebilir. CNV 1=tek allel kay1p,
2=no6tral (LOH), 2=kazang¢ (X kromozomu, erkek birey), 3= tek allel kazang ve 4=iki allel kazang. (Kisaltmalar; Krm:Kromozom,
be: baz cifti; Mb: Megabaz)
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TARTISMA

Bu calismada orjinalinde baglant1 analizi yapilmak iizere
tim genom genotiplemesi yapilmis olan bir ailenin verisi
kullanilmigtir. Progresif epilepsi fenotipi agisindan saglikli
olarak rapor edilen bir cocukta SNP verisinin ¢ok yonlii kullanimi
sayesinde Oncelikle Trizomi 21 tespit edilmigtir. Daha sonra ise
bu bireyin ve ebeveynlerinin kromozom 21°e ait genotip verisi
ozel olarak filtrelenerek ve frekans bazli genotip analizi yapilarak

trizomi 21 icin ebeveyn etkisi tespit edilebilmistir.

Gelistirdigimiz yontem sadece trizomi 21 i¢in degil tiim
trizomiler icin kolaylikla uygulanabilir. Trizominin kaynagi
etkin bir sekilde tespit edildiginde yasam kosullari, yas gibi
kriterlerin trizomi olusumunda etkileri incelenebilir.

SONUC

Bu ¢alismada sonug olarak trizomilere 6zgii ebeveyn etkisinin
tespit edilebilmesi icin SNP array yontemine dayali hizli ve

kolay bir yontem gelistirilmistir.
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