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OZET

Satkin NB, Goriiniirde dengeli yapisal kromozom anomalilerinde submikroskobik
dengesizliklerin a-CGH yontemi ile arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2014.

Canli dogumlarin %5,2'sinde saptanan dengeli kromozomal yeniden diizenlenmelerde,
olgularin klinik olarak etkilenmesi beklenmemesine karsin normal popiilasyona oranla
2-3 kat artmis risk tasidigir bildirilmektedir (%2-3). Klinik olarak etkilenmis ve
goriiniirde dengeli yapisal kromozom anomalisi saptanan olgularda yeniden
diizenlenmenin kirik noktalarinda, yakininda veya kirik noktalarindan bagimsiz
bolgelerde yer alan genlerin yapisini, dolayisiyla ekspresyonunu bozabilecek gen ici
kiriklar, delesyon ya da duplikasyonlar saptanmistir. Ayrica genin yeni pozisyonunda
ekspresyonunun bozulmasi, kimerik yeni bir genin olugmasi, genlerin fonksiyon
kazanimi/kaybetmesi, imprinting kalibinin bozulmasi da klinik bulgularin ortaya
¢ikmasina yol agar. Konvensiyonel sitogenetik yontemlerle mikroskopik diizeyde
dengeli olarak degerlendirilmesine ragmen bu degisimlerin submikroskopik diizeyde
dengesiz olabilecekleri array teknikleri ile gosterilmistir.

Bu ¢alismada, goriintirde dengeli yapisal kromozom anomalisi tagiyan ve Klinik olarak
etkilenmis 21'i postnatal, 13'i prenatal 34 olgu, a-CGH teknigi ile incelendi. Postnatal
olgularm 144 de novo, 7'si ise ailevi kaliim gostermekteydi ve bu olgularin 7'sinde
(%33), genomik diizeyde dengesizlik saptandi. Bu anomalilerin tiimii de novo
olgulardaydi. Prenatal olgularin 6'st de novo, 5 ailevi iken 2 olgunun kalitimi
bilinmiyordu ve sadece 2'inde (%15,3) genomik diizeyde dengesizlik saptandi. Saptanan
bu genomik degisimlerin de novo olduklar1 ebeveynlerin a-CGH incelemeleri ile
gosterildi.

Literatiirde de ayn1 popiilasyon i¢in yapilan array ¢alismalarinda anomali orani postnatal
serilerde %33-60, prenatal serilerde %16-28 olarak bildirilmektedir. Postnatal serideki
genomik degisim oranimiz literatiir ile uyumlu iken prenatal serideki oranimizin daha
diisik oldugu gozlendi. Kirik noktalarindan bagimsiz bdlgelerdeki genomik
dengesizliklerin anomaliler igindeki oran1 (%42,8) literatiir ile (%15-40) uyumluydu.

Tek bir testte tiim genomu kb diizeyinde inceme olanagi saglayan mikroarray teknikleri,
giintimiizde post ve prenatal olgularda saptanan goriiniirde dengeli yapisal anomalilerin
aydinlatilmasinda en etkin tekniktir.

Anahtar Kelimeler: goriiniirde dengeli yapisal kromozom anomalileri, a-CGH, genomik
dengesizlikler, Multiple konjenital anomaliler ve mental retardasyon, patolojik ultrason

bulgulari
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ABSTRACT

Satkin,NB. Investigation of submicroscopic imbalances in apparently balanced
structural chromosomal abnormalities via array-CGH method. Istanbul University,

Institute of Health Science, Department of Genetics, PhD thesis, Istanbul, 2014.

Although the subjects are not expected to be influenced, it’s reported that 5.2% of live
births have a risk ratio of 2-3 fold in balanced chromosomal rearrangements (2-3%)
compared to normal population. Internal gene breaks, deletions or duplications that
could alter the structure and thus the expression of genes located in or near breakpoint
of rearrangements or at regions independent to breakpoints were observed in cases
which are clinically affected and carrying an apparently balanced structural
chromosomal abnormality. Furthermore, the impairment of the expression of the gene in
its new location, formation of a new chimeric gene, gain or loss of function of the
genes, impairment of the imprinting pattern could also lead to clinical findings. It has
been shown that even though these alterations are considered as balanced via
conventional cytogenetic methods at microscopic level, they can be imbalanced at
submicroscopic level as shown via array techniques.

In this study, 34 cases (21 postnatal, 13 prenatal) which carry apparently balanced
structural chromosomal abnormalities and clinically affected subjects were analyzed
with a-CGH technique. 14 of the postnatal cases were de novo, 7 were inherited, and in
7 of these cases an imbalance was detected at genomic level (33%). These abnormalities
were all detected in de novo cases. 6 of prenatal cases were de novo and 5 were
inherited, the inheritance of 2 cases was not known and a genomic imbalance was
detected in 2 of the cases (%15,3). Array-CGH analyses of parents have shown that
these genomic alterations were de novo.

The anomaly percentage of the same population acquired with array studies were
reported as 33-60% in postnatal series and 16-28% in prenatal series in the literature.
Our genomic alteration level findings in postnatal series were consistent with the
literature, on the other hand our percentage in prenatal series were lower. The
percentage of genomic imbalances at regions non-related to breakpoints in all
abnormalities (42.8%) was also correlated with literature findings (15-40%).

Microarray techniques, which allow analyzing the whole genome at kb level in one test,
are the best technique in detecting the apparently balanced structural chromosomal
abnormalities observed in post- and prenatal cases at the present time.

Keywords: apparently balanced structural chromosomal abnormalities, array-CGH,
genomic imbalances, multiple congenital anomalies and mental retardation, pathologic

ultrasound findings

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University (project
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1. GIRIS VE AMAC

Canli dogumlarin yaklasik %5'inde dengeli kromozomal yeniden diizenlenmeler
(translokasyon, insersiyon ve inversiyon) saptanmaktadir ve bunlarin énemli bir kismi
ailevi olup anormal bir fenotiple iliskili degildir (Gardner RIM ve ark., 2011).
Warburton'un (1991), yaklasik 350000 gebelik sonuglarini kapsayan serisinde,
konjenital anomali sikligi, resiprokal translokasyonlar i¢in %6,1, inversiyonlar igin
%09,4 olarak belirlenmistir ki bu genel popiilasyona oranla %2-3 artmis bir risk oldugu
anlamini tagimaktadir. Madan (1997), bu riski kompleks yeniden diizenlenmeler icin

%23 olarak vermistir (Warburton D.,1991; Madan K ve ark., 1997)

Dengeli yeniden diizenlenme tasiyicilarinin dengesiz gamet olasilig1 yiiksek
(vaklasik %50) olmasina karsin dengeli gamet olasiligi da vardir ve bu dengeli tasiyici
fetus/gocuklar igin fenotipik olarak etkilenme beklenmez. Ancak, bir ¢ok calismada
dengeli anomali tasiyan normal fenotipli ebeveynlerin tasiyici ¢ocuklarinda konjenital
anomaliler bildirilmistir (Fryns JP ve ark., 1991; Wenger SL ve ark., 1995; Ciccone R
ve ark., 2005). Bu anormal fenotiplerin ortaya ¢cikmasina sebep olan mekanizmalar; 1)
degisimin kirik noktalarinda kromozom analizlerinde goriilemeyecek biytikliikte
mikrodelesyon / duplikasyonlarin olmasi, ii) degisimin kirik noktalarinda yer alan
genlerin ekspresyonunun bozulmasi, iii) kirtk noktalarinda yer alan genlerin inaktif
olmasi (pozisyon efekti), iv) post zigotik boliinmelerde andploid kromozom seti tagiyan
hiicrelerde yapilan diizeltmede normal ebeveynden kalitilan homolog kromozomun
kayb1 ile ortaya g¢ikan uniparental dizomi (UPD), v) degisimin aslinda kriptik bir
kompleks kromozomal yeniden diizenlenme (CCR) olmasi ile agiklanmaktadir (Gardner
RJIM ve ark., 2011).

Konvensiyonel sitogenetik ile 5-10 Mb'dan daha kiigiik dengesizliklerin
saptanmasi mimkiin degildir. Konvensiyonel sitogenetik ile Down Sendromu
dislandiginda Multiple Konjenital Anomali /Mental Retardasyonlu (MKA/MR)
olgularin %3-5'ine tan1 koyulabilirken ¢ozlinlirliigi yliksek yeni tekniklerin kullanimi
ile saptanabilen anomali oram1 %]15-20'ye c¢cikmistir (Rauch A ve ark., 2006;
Hochstenbach ve ark., 2009; Miller DT ve ark., 2010).

Goriiniirde dengeli de novo kromozom anomalisi tastyan MKA/MR olgularinda

ise array teknikleri ile kriptik dengesizlik orani %33-60 olarak bildirilmistir. Bu



genomik anomalilerin 6nemli bir kismi kirik noktalarinda iken kirik noktalarindan
bagimsiz genomun herhangi bir yerinde de fenotipi etkileyen anomalilerin  varligi
(%15-40) gosterilmistir. Bu submikroskobik dengesizliklerin ¢ogu iki veya daha fazla
kirik sayisi olan CCR'larda saptanmaktadir (Gribble SM ve ark., 2005; De Gregori M ve
ark., 2007; Scluth-Bolard C ve ark., 2009). Baptista ve ark., (2005) fenotipik olarak
normal 31 goriiniirde dengeli kromozom anomalisi tasiyan olguda yaptigi ¢alismada

olgularin hi¢gbirinde submikroskobik degisim saptamamaistir.

Literatiirde, goriiniirde dengeli yapisal kromozom anomalisi tasiyan olgularda
array tekniklerinin sonuglari gosteren sinirli sayida calisma vardir. Biz de bu
calismamizda, goriiniirde dengeli ailevi ya da de novo yapisal kromozom anomalisi
tagtyan olgulari, genomu yiiksek ¢oziiniirlilkkte (>1 kb) inceleme olanagi sunan a-CGH
(Comperative Genomic Hybridization) teknigi ile incelemeyi ve kirik noktalarinda veya
bagimsiz bolgelerdeki kriptik genomik dengesizlikleri saptamayi, saptanan bu
bolgelerdeki genlerin genotip- fenotip iligkisini kurarak fenotip ile iliskili olas1 aday

genlerin belirlenmesini amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TARIHCE

Ik olarak 19. yiizyilin ortalarinda hiicre niikleuslarinda parlak boyanan objeler
olarak gosterilen yapilar, Alman Heinrich Wilhelm Gott fried von Waldeyer-Hartz
tarafindan gosterilmis ve Yunanca renkli anlamindaki chrom ve beden anlamindaki
soma kelimelerinin kombinasyonu ile olusturulan “Kromozom” (Chromosoma) olarak
adlandirilmig ve kalitim ile iligkili oldugu kabul edilmisti. 20. yiizyilin baglarinda insan
kromozomlarinin 48 adet olduklar1 diistiniilirken 1950'lerde gelistirilen teknikler
Ozellikle hipotonik bir soliisyonun kullanimi kromozomlarin daha dogru
degerlendirilmesine olanak sagladi. Joe Hin Tjio ve Albert Levan 1956 da insan
kromozomlarinin sayisinin 46 oldugunu bu teknikle — gosterdi. 1959'da (insan
sitogenetiginin en harika yili olarak bilinir) ilk medikal uygulamalar olarak, Down
Sendromu Lejuenne ve ark. tarafindan, Klinefelter sendromu, Jacobs ve Strong
tarafindan ve Turner sendromu Ford ve ark. tarafindan hem klinik hem de sitogenetik
bulgulart ile gosterildi. Harper 2006 yilinda yayimladigi First Years of Human
Chromosomes adli ¢alismasinda kromozomlarin kesfini, "sitogenetik¢ilerin artik
konusabilmek i¢in kendi organlarina sahip olduklar1” seklinde betimlemektedir. 1970 ve
90'larda farkli boyama teknikleri kullanilarak kromozomlarin farkli bolgeleri gosterildi.
Molekiiler genetik alanindaki gelismeler, kromozom analizlerinde yeni tekniklerin de
gelistirilmesine ve kromozomlarin ¢ok daha hassas incelenebilmesine olanak verdi
(Harper PS, 2006). Bu yeni tekniklerin kullanimi ile, kromozomlarin fiziksel ve
molekiiler yapisi, tasidiklart bilginin dagilimi, genomun organizasyonu, dengesiz
diizensizlikler ve bunlarin fenotipe etkileri gibi bir¢cok bilgiye ulasildi. Bununla birlikte,
anomalilerin  olusum mekanizmalari, hiicre siklusunun interfaz  evresinde
kromozomlarin organizasyonlari, tanimlanmamis kromozomal diizensizliklerin fenotipe
etkileri gibi pek ¢ok alanda arastirmalar ise devam etmektedir (Miller ve Therman,
2001).

Insandaki kromozom anomalilerinin  arastirilmasinda  yeni  molekiiler
teknolojilerin kullanilmas ile ¢ok daha kiigiik degisimler saptanabilir hale geldi ve bu
yeni bilgiler anomalilerin  klinik etkilerinin (fenotip-genotip iliskileri) ortaya

konulmasina olanak sagladi.



2.2. KROMOZOM ANOMALILERI

2.2.1. Kromozom anomalilerinin siniflandirilmasi

Kromozom anomalisi, kromozomlarin say1 ve/veya yapilarinda meydana gelen
degisimler olarak tanimlanmaktadir. Bu degisimler, kromozomlarin heterokromatin
bolgeleri ya da akrosentrik kromozomlarin satellitlerinde olustugunda genetik bilgide
degisime yol agmadigindan fenotipi de etkilemesi beklenmemektedir ve kromozomal
polimorfizm olarak adlandirilirlar. Okromatin bolgelerde olusan degisimler ise
“kromozom anomalisi” olarak tanimlanir. Bu degisimler gonad hiicrelerinin olusumu
sirasinda (mayotik) veya dollenmeden sonraki (postzigotik) evrede mitoz boliinmelerde
de olusabilir ve olusan anomali hayatla bagdasir ve fertiliteyi etkilemezse kusaktan
kusaga aktarilir (Gersen S, Keagle MB, 2013)

Kromozomal anomalileri, klinik etkisi, kalittim sekli, tiim hiicrelerde bulunup
bulunmamasina ya da morfolojik farklarina goére siniflandirilmaktadir. Klinik etkisi
acisindan yapisal genlerde doz degisimlerine yol agarsa fenotip etkilendiginden, bu tiir
anomaliler “dengesiz kromozom anomalisi”, yapisal genlerde doz degisimine yol
acmayan anomaliler de fenotip etkilenmediginden “dengeli kromozom anomalisi”
olarak adlandirilir.

Kromozom anomalileri, kalittm sekli acisindan “ailevi” ve “de novo” olarak,
sitogenetik acidan da  “sayisal” ve “yapisal kromozom anomalileri” olarak
siniflandirilir. Anomali, organizmanin tiim hiicrelerinde bulunuyorsa ‘“nonmozaik”,
farkli hiicre ve dokularda farkli kromozom yapilarinin bulunmasi ise "mozaik" olarak
tanimlanir ki bu tiir ayn1 bir zigottan kdken alan farkli hiicre dizilerinin bir organizmada
birlikte bulunmasi postzigotik olaylar sonucu ortaya cikarlar (Gersen S , Keagle MB,
2013).

2.2.2 Kromozom anomali sikhiklar

Kromozom anomali sikligi, anomalinin klinik etkisine bagli olarak farkl
populasyonlarda 6nemli farkliliklar gosterir. En yiiksek anomali oranlari ilk trimester
diisiik materyallerinde saptanmaktadir (%50-60). Dogal olarak bu materyalde saptanan
anomaliler Klinigi agir etkileyen ve bu nedenle yasamla bagdagsmayan anomalilerdir. En
yiikksek anomali oranmin zigot asamasinda oldugu ve ilerleyen zamanla bu oranin
azaldign bilinmektedir. /n vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalari ile elde edilen

embriyolarda yapilan ¢aligmalar bu konuda onemli bilgiler saglamistir. > 35 annelerin



oositlerinde 1. ve 2. polar body'leri 5 otozom i¢in (13,15,16,18,21) FISH (Floresan in
situ hibridizasyon) ile incelendiginde, yaridan fazlasinda anomali saptamistir (Verlinsky
Y ve Kuliev A., 2004 ). Normal morfolojili 3. giin embriyolarinda 8 kromozom
(13,15,16,18, 21, 22, X, Y) i¢in yapilan FISH incelemelerinde anomali oran1 % 66
olarak saptanmistir (Ferraretti AP ve ark.,2004). Prenatal tani g¢alismalarinda 1.
trimesterde koryon villus dokusunda saptanan anomali oranlari da 2. trimester
amniyotik s1v1 ya da koryon villus dokusuna oranla daha yiiksektir. Ornegin, 35 yas
annelerinin gebeliklerinde 1. trimester CVS'de saptanan anomali oranit %3,10 iken
amniyosentezde saptanan anomali orant %0,76'dir (Milunsky A, 1998). Tim yeni
doganlarda yaklastk % 0.6, tim 06li dogum ve gec¢ intra uterin Oliimlerde %25
oranindaki kromozom anomalilerin biiyiikk ¢ogunlugu mayotik non-disjunction sonucu
olusan anoploidilerdir.

Dengeli yapisal kromozom anomalileri postnatal normal fenotip tasiyan
popiilasyonda yaklasik 1:500 iken, dengesiz yapisal anomaliler yenidoganlarda
1:250'dir. (Shaffer LG, Lupski JR, 2000). Wellesley ve ark. (2012), 2000-2006 yillar
arasinda 11 Avrupa iilkesinin katilimiyla gerceklestirdigi, yaklasik 2.4 milyon dogumu
iceren calismada tiim dengesiz ve nadir kromozom anomalilerinin sikligini
yayimlamistir. > 1 yas olgularin 10323'inde dengesiz kromozom anomalisi saptanmistir
ve prevelans 43,8/10000 olarak bildirilmistir (Wellesley D ve ark., 2012)(Tablo 2.1 ve
Tablo 2.2).

Tablo 2.1:1 yas ve oncesi olgularda 2000-2006 yilllar1 arasinda tiim dengesiz kromozom
anomalilerinin oram (Wellesley D ve ark., 2012)

Tiim dengesiz kromozom anomalileri

(103230lgu)

Seks kromozom

T21 T18 T13  kromoz 45X Diger
(5422) (1377) (536) trizomileri (778) (1737)
9653 913 %5 (473) %4 %8 %17




Tablo 2.2: Nadir kromozom anomalilerinin siniflandirilmasi ve sikhiklar1 (Wellesley D ve

ark., 2012)
Diger
(1737)
Triploidi Diger Marker Dengesiz Delesyonlar Duplikasyonlar Diger
(296) trizomiler (101) translokasyonlar (736) (165) (16)
1,26/10000 (202) 0,43/10000 (221) 3,13/10000 0,70/10000
(0,86/10000) 0.94/1000 |

4p-

Full trizomi (31)

(58)
5p-

Mosaik trizomi (35)

(141)

) mikrodelesyonlar

Ring (299)

(©)
ring delesyonlar
@31)
diger
(340)

MKA/MR olgularinda saptanan anomaliler sayisal ya da yapisal dengesiz kromozom

anomalileridir. Klasik kromozom analizleriyle bu popiilasyonlarda saptanan anomali

oranlar1 kullanilan teknige ve hasta se¢im kriterlerine bagli olarak %15-20 arasinda

degismektedir. Bu popiilasyonda saptanan anomalilerin en 6nemli kismint (%76)

Trizomi 21 (T21) olusturmaktadir (Phelan MC ve ark., 1996) (Grafik 2.1). T21 den

sonra en siklikla saptanan anomaliler delesyonlar, cinsiyet kromozom andploidileri,

dengesiz translokasyonlar ve dengeli yeniden diizenlenmeler olarak bildirilmistir

(Grafik 2.1).

Grafik 2.1:1989-1994 yillar1 arasinda MKA/MR grubu 835 olgunun karyotip sonuclarina

gore yiizdeleri (Phelan ve ark., 1996).
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2.2.3 Sayisal kromozom anomalileri

Kromozom sayisinda tiim artis ya da azalmalar ile ortaya ¢ikan anomaliler
“sayisal kromozom anomalisi” olarak tanimlanir.
Bu grup ya genom mutasyonlar1 ya da kromozom mutasyonlar: ile olusur. Sayisal
anomaliler, poliploidi ve andploidi olmak iizere iki grupta degerlendirilir (Gersen S ,
Keagle MB, 2013).
2.2.3.1 Poliploidiler
Kromozom haploid set sayisinin (n=23) katlar1 halinde artis1 ile ortaya ¢ikan
(triploidi=3n, tetraploidi=4n) sayisal kromozom anomalilerine "poliploidi" denir .
Poliploidiler, daha ¢ok spontan abortus materyallerinde goriiliirler.1. trimester gebelik
kayiplarinda saptanan kromozom anomalilerinin %20'si triploidi ve %4-5'i ise
tetraploidi'dir (Milunsky A. ve Milunsky JM, 2010). Poliploidiler, diploid yumurtanin
dollenmesi (A), polar cisimcigin sonradan zigot/blastomere katilmasi (B), ovumun iki
ayr1 sperm (dispermi) (C) ya da diploid kromozom tasiyan sperm (D) tarafindan
dollenmesi ile olusur (Sekil 2.1). Triploidi olgularmin 2/3'inde ekstra set paternal
kokenlidir ve bu olgularda plasenta hidatiform yapida olup fetusta agir intrauterin
gelisme geriligi gozlenir. Ekstra setin maternal kokenli oldugu olgularda ise plasenta
kiigiik ve fibrotik yapidadir, fetusta ise agir embriyonik gelisme geriligi s6z konusudur.
(McFadden DE ve Kalousek DK , 1991; Staessen C ve Van Steirteghem AC, 1997;
Daniel A ve ark., 2001).

Sekil 2.1: Triploidi olusum mekanizmalari

2.2.3.2 Tetraploidi

Tetraploidinin olusum mekanizmasi ise postzigotik boliinmelerde (mitoz boliinmelerde)
niikleer boliinmeyi takip eden sitokinezin (sitoplazmik boliinme) gerceklesememesi ile
4n hiicrelerin olugsmasidir. Diger bir mekanizmada ise mitoz boliinme sirasinda non-

disjunktion olugmasi ve bu asamada sitoplazmik boliinmenin gergeklesmemesidir. Bu



durumda bir nukleusun triploid, digerinin ise monozomik oldugu tek bir hiicre olusur.
Bu tetraploid hiicrede eger bipolar mitoz gerceklesirse iki tetraploid yavru hiicre
olusurken, multipolar mitoz gerceklesirse andploid yavru hiicreler olusur (Q Shi Q ve
King RW, 2005)(Sekil 2.2).

Bu olgular olaylarin postzigotik gergeklesmesi nedeni ile genellikle 2n/4n mozaisizmi

olarak karsimiza ¢ikarlar.

normal ayrilma non-disjunktion

(A /B G \
ﬁ' l\"//

2 - — —
/.\/ | € ’\J k/ )

8 ) | §) @ @)
= &/ /
tetraploid hucreler anoploid hucreler

Sekil 2.2: Tetraploidi olusum mekanizmasi ( Q Shi Q ve King RW, 2005)

2.2.3.3 Andploidiler

"Anoploidi", diploid bir hiicrede tek bir kromozomun artmasi (2n+1=trizomi) ya da
eksilmesi (2n—1=monozomi) ile olusur (Gersen SL ve Keagle MB, 2013).

T21, insanda ilk tanimlanan ve 1/700’likk insidansla yenidoganlarda en sik goriilen
anoploididir. Bunu 1/426'ik insidansla cinsiyet kromozom andploidileri (47,XXY,
47, XYY ve 47,XXX) izler. Yenidoganlarda ¢ok ender de olsa goriilebilen trizomi 18 ve



trizomi 13 daha ¢ok spontan abortus ¢alismalarinda saptanir. Yasamla bagdasan tek
monozomi 6rnegi, Turner Sendromu’ na yol agan X kromozom monozomisidir (45,X).

45,X"'li hiicre dizileri 46,XX ya da 46,XY zigotlarinin postzigotik boliinmelerde bir X ya
da Y kromozomunu kaybetmesi ile olugsmaktadir. Bu nedenle 45,X'li olgularin mozaik
oldugu kabul edilmektedir. Otozomal monozomiler ise letaldir ve abortus materyali
calismalarinda dahi ancak mozaik olarak saptanmaktadir ve canli dogumlarda

goriilmezler (Nielsen J ve Wohlert M, 1991).

2.2.3.4. Anoploidi olusum mekanizmalari

Genellikle oogenezde veya spermatogenezde 1. ya da Il. mayoz boéliinme
sirasinda, ender olarak da postzigotik mitotik boliinmelerde olusan non-disjunktion,
gametlerde kromozom sayisinda artis ya da azalmaya yol agar (Gersen SL ve Keagle
MB, 2013). DNA markerlar1 kullanilarak 2, 7, 13, 14, 15, 16, 18, 21 ve 22.
kromozomlarin trizomileri i¢in yapilan parental koken ¢alismalarinda, bu anomalilerin
genellikle maternal kokenli oldugu bildirilmistir. (Hassold T ve Takaesu N, 1989;
Fisher JM ve ark., 1995). Yakin donemde non-disjunktion iizerine yapilan bir ¢alisma,
T13 olusumunda, Mayoz | (MI) ve Mayoz Il (MIll)’de hatalarinin esit oranda
goriildiigiinii ortaya koymustur ve trizomi 7, 13 ve 18. disinda non-disjunktion,
genellikle 1. mayoz boliinmede olusmaktadir (Bugge M ve ark., 2007).

MI veya Ml I evrelerinde Non-disjunktion

o MI'de homolog kromozomlar esleserek bivalentleri olusturur ve normalde bu
kromozomlarin kardes hiicrelere dagilmasi beklenir. Homolog kromozomlarin ayrigma
hatalar1 iki yol ile meydana gelebilir; bunlardan birinde her iki homologu da igeren
bivalent kromozomlar ayni kutuba giderler. Digerinde ise homolog kromozomlarin
birinde erken kardes kromatid ayrigmasi gerceklesir ve bagimsiz kromozom olarak
davranir (Sekil 2.3).

o MlII'de kardes kromatidler birbirinden ayrilarak kardes hiicrelere dagilidir. Bu
ayrisma ger¢eklesemez ve her iki kardes kromatid de ayni kutuba giderse gamette bu

kromozom i¢in artis gergeklesir (Sekil 2.3).
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Mayoz I'de non-disjunktion

NON-DISJUNKTION Mayoz |

Mayoz Il

=N
(O

Dizomik gametler Nullizomik gametler

Mayoz Il'de non-disjunktion

Mayoz |

Mayoz Il
NON-DISJUNKTION

(
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Sekil 2.3: Hiicre boliinmesinin MI ve MII fazlarinda non-disjunktiom gosteren sekil
(Gardner RJ ve Sutherland GR, 2011)

Otozom kromozomlarinin andploidisi ile anne yasi arasindaki dogru oranti uzun
yillardan beri bilinmektedir. 1933'de Penrose ve arkadaslari, Down Sendromlu ¢ocuk
dogumunda anne yasinin anahtar bir rolii oldugunu vurgulamistir (Penrose L, 1933).

Oositlerin polar body’lerinde FISH teknigi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, bivalent
kromozomlarda gergeklesen hatali ayrismanin (MI hatasi) anne yasina bagli olarak
artig1 gosterilmistir (Angell RR ve ark., 1994). Multipleks FISH (M-FISH) yo6ntemi

kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada da fertilizasyon gerg¢eklesmemis oositlerde
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MI'deki erken kardes kromatid ayrilmasinin anne yasi ile birlikte arttig1r gosterilmistir
(Kumar RM ve Khuranna A, 1995). Pek ¢ok yeni makalede de anne yas1 ve andplodiler
arasinda direkt baglant1 oldugu belirtilmektedir (Sherman SL ve ark., 2005).

Anne yas1 ile andploidi siklig1 arasindaki iliskiyi aciklamaya calisan farkli
mekanizmalar 6nerilmistir. Bunlardan birisi "production line" hipotezidir. Bu hipoteze
gore, oositler fetal donemde MI'e girme siralari ile postpubertal donemde ayni sirada
mayoz boliinmeye girerler. Postpubertal donemin geg¢ yillarinda siras1 gelince mayoz
boliinmeye giren oogonia, kiazmata olusumunda daha sorunlu olabilir ve bu durum
non-disjunktion’a yol agabilir. 13-14. haftalar ve 32-41. haftalar arasindaki gebeliklerin
abortus materyallerinden elde edilen oositlerde MI'in pakiten ve diploten evrelerinde
es olmayan homologlarin sikliginin arastirildigi bir ¢alisma bu hipotezi destekleyen
kanitlar saglanmistir. Calisilan alti kromozom (X, 7, 13, 16, 18 ve 21) i¢in,
l.trimesterdaki eslesme hatalariin (%0-1,2), ileri gebelik haftalarindaki fetuslara
oranla (%1,3-5,5) dikkat ¢ekici bir bigimde diisiik oldugu gosterilmistir (Cheng EY ve
ark., 1995). Fetal donemde ilk mayoza giren oositin, eriskin donemde ilk mayoza giren
oosit olup olmadig ilging bir soru olarak kalmistir.

Bir diger hipotez ise "limited oocyte pool", "smirlt oosit havuzu" modelidir. Her bir
menstriiel dongiliniin antral doneminde, farkli gelisim evrelerinde bulunan pek g¢ok
folikiil mevcuttur. Yiiksek seviyeli Folikiil Stimulan Hormon (FSH) ile sadece tek bir
folikiil ki bu da biiyik ihtimalle en Kaliteli tek bir folikiildir uyarilir ve MI
tamamlanarak ovulasyon gerceklesir. Anne yasi arttik¢a antral donemdeki folikiil sayisi
azalir. Zamanla azalan folikiil sayis1 nedeni ile kaliteli olmayan oositler de ovulasyon
i¢in se¢ilebilir. Bu "daha az Kkaliteli" oositler, MI'de non-disjunktion olusumuna neden
olabilir (Warburton D, 2005; Kline J ve ark., 2004).

Non-disjunktion olusumuna yatkinhigi arttiran diger bir olasi faktdr ise anormal
rekombinasyondur. 15, 16, 18 ve 21. kromozom trizomilerinin rekombinasyon
paternleri ile ilgili c¢aligmalar mevcuttur. 15. kromozomun UPD'sindeki non-
disjunktion galismalar1, maternal non-disjunktion' a bagli rekombinasyonda azalmanin
beklendigi kadar az olmadigini gostermistir (Robinson WP ve ark., 1993). Trizomi 16
olgularinda rekombinasyonun azalmis oldugu, ancak yine de 6zellikle kromozomun
proksimal bolgesinde nadir olarak krossing over'in gerceklestigi gozlenmistir. Geng
yumurta dondrlerinin oositleri  {izerinde yapilan son bir ¢alisma, FSH hormon
yiklemesi sonrast 16. kromozom bivalentlerinin %2,5'inde crossing over

gerceklesmedigi ve %19,8'inde sadece bir rekombinasyonun gergeklestigini bildirmistir
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(Garcia-Cruz R ve ark., 2010). Lamb ve arkadaslari, (1997) T21 igin olgularin ¢ogunda
rekombinasyon olaylarmin azaldigmi  ve %35-40''nda hi¢ krossing over
gerceklesmedigini bildirmistir (Lamb NE ve ark., 1997). Trizomi 16 ve 21 i¢in yapilan
bu ¢alismalar distal kiazmata'nin MI'deki non-disjunktion'in 6nlenmesinde ¢ok az
etkili oldugunu gostermistir. MIl'deki maternal non-disjunktion'da ise, 6zellikle 21q
bolgesinin  proksimalinde, rekombinasyon olaylarmin arttifi gozlenmistir. Bu
proksimal rekombinasyonlar bir "dolanma™ etkisine yani iki homolog kromozomun
dolanmasi ile, MI'de bivalentin ayni kutuba tasinmasina neden olabilir ve sonra MII'de
iki homolog kromozom ayrildiginda her biri ayni sentromere tutunan iki kromatid
iceren, iki dizomik gamet olusur. Alternatif olarak, bu dolanma, kardes kromatid
kohezyonunu bozarak MI'de erken kardes kromatid ayrilmasina neden olabilir. Kisaca,
21. kromozom i¢in, MI'deki hatanin distal rekombinasyonlar ile, MII'deki hatanin ise
proksimal rekombinasyonlar ile iligkili oldugu gozlenmistir (Lamb NE, 1996). Lamb
ve arkadaslar1 (1996) rekombinasyon paternindeki degisimin, maternal yas ile iligkili
olmadigin1 belirterek "iki vurus" modelini O6nermis ve belirli rekombinasyon
olusumlarinin daha yashi kadinlarda daha az islendigini varsaymislardir. Ornegin,
sonraki yillarda Lamb. ve ark.'nin 21. kromozomda yaptig1 goézlemlere dayanarak,
rekombinasyon paterninin degisiminin anne yasina bagli olmamasina ragmen, yasa
bagl ig iplikgigi sekillendirme yeteneginin kaybina yol agtigin1 ve bdylece mayotik
bozulmaya sebep oldugu hipotezini 6ne siirmiislerdir (Hawley RS ve ark., 2009).
Hiicresel mekanizmada, kromozomlarin kardes hiicrelere dogru ayrilma ile
aktarilmasinda 4 protein kompleksi (SMC1, SMC3, SCC1/RAD21, SCC3/SAISTAG)
rol almaktadir. Bu kompleksler yiizikk benzeri bir yapi ile kohezin kompleksini
olusturur (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4.: Kohezin kompleksi ve alt iinitelerinin yapis1 (Barbero JL, 2009).

Kohezin kompleksi bir "kromozom tutkali" gibi davranarak hiicre boliinmesi siiresince
iki kardes kromatidin bir arada tutulmasimi kontrol eder. Metafaz/anafaz gecisi
stiresince her iki kolun, sentromer ve telomerin kohezyon kaybi spesifik proteazlarin
(separin/separaz) kontroliindedir. MI'de separaz aktivitesi ile rekombine homologlarin
farkli kutuplara cekilmesi saglanirken, MII kromozomlarinda kardes kinetokorlar
mikrotiibiillere farkli kutuplardan baglanir ve kohezin kompleksleri icteki sentromer
domainlerinde bulunur. Sentromer kohezinleri SHUGOSIN ve PP2A proteinleri ile
korunmaktadir. Separaz-bagimli bu mekanizma kontroliinde ortaya ¢ikacak herhangi

bir sorun non-disjunktion olayin1 tetiklemektedir (Barbero JL, 2009).(Sekil 2.5.)
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Sekil 2.5:Mayoz boliinmede separaz enzim aktivitesi ile kohezinlerin davranis

modeli (Barbero JL, 2009).

Kromozom 21 ile yapilan ¢alismalar, oositlerdeki kiazmata ve rekombinasyonlarin,
spermatositlerdekiler kadar verimli oldugunu ortaya koymustur. Maternal kokenli
trizomi 21'lerde, oogenezde mayotik kontrol noktalarinin daha az etkin oldugu
gosterilmistir (Garcia-Cruz R ve ark., 2010).

Iki galigmada ise non-disjunktion olusumuna “genetik yatkiliktan” sdz edilmektedir.
Kuveyt'te yapilan bir c¢aligmada, Down Sendromu'nun sikliginin akraba evliligi
olanlarda akraba olmayanlara oranla 4 kat arttig1 saptanmistir. Giiney Amerika'daki bir
calismada ise farkli kromozom trizomilerinin akraba evliligi olan ailelerde daha siklikla
gozlendigi belirtilmistir (Warburton D ve ark, 2004). Bu veriler non-disjunktion'in
hiicresel diizeydeki mekanizmada yer alan genlerin mutasyonlarinin genetik yatkinliga

yol agabilecegini destekler niteliktedir.

2.2.4 Yapisal kromozom anomalileri

Kromozom sayisinda degisiklik olmaksizin (Robertsonyan translokasyon disinda)
kromozomlarin yapisinda olusan degisimler (segmental kayiplar, artislar ya da yer
degistirmeler) "yapisal kromozom anomalisi" olarak gruplandirilir ve yenidogandaki
sikligi yaklasik 1/450° dir (Vaz N ve Shyama SK, 2005). Yapisal kromozom

anomalileri ailevi olabilecekleri gibi, de novo da olusabilir. Bu yeni olusumlar iyonize
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radyasyon, baz1 viral enfeksiyonlar ve baz1 kimyasallar gibi kiriga neden olan ajanlarla

indiiklenebilecekleri gibi kendiliginden de olusabilir (Thompson MV ve ark, 2001).

2.2.4.1 Dengesiz Yapisal Kromozom Anomalileri

Genetik materyalde kayba ve/veya artisa yol agan yapisal kromozom anomalileri,
fenotipin etkilenmesine yol agar. Klinik bulgularin siddeti olaya katilan kromozom
bolgesinin biiyiikligii, ve o bolgedeki fonksiyonel genlerin miktar1 ile dogrudan
iligkilidir. Bu anomaliler de novo olusabildikleri gibi parental translokasyon ve
inversiyonlarin dengesiz lrlinleri olarak da ortaya cikabilmektedir. Bu anomaliler
parsiyel monozomi (delesyon), parsiyel trizomi (duplikasyon) olabilecekleri gibi her iki
anomali birlikte de goriilebilmektedir (Milunsky ve Milunsky, 2010).

Baglica dengesiz yapisal kromozom anomalileri; delesyonlar, duplikasyonlar, marker ve

ring kromozomlar, izokromozomlar ve disentrik kromozomlardir.

2.2.4.1.1 Delesyonlar

Delesyon, bir kromozom pargasinin (segment) kaybidir ve kaybolan bu parga igin
genomda parsiyel monozomi olusur. Klinik bulgularin siddeti, delesyona ugrayan
parganin biiyiikliigii ve bu parcadaki genlerin sayis1 ve islevine baghdir. Ozellikle total
genomun %3’iinden fazlasinin kayba ugradig: biiyiik delesyonlar yasamla bagdasmazlar
(Mueller RF ve Young ID, 1995; Thompson MW, 2001).

Delesyonlar kromozomlarin ug¢ bolgelerinde olustuklarinda “terminal”, ara bolgelerde
olustuklarinda “intersisyel” olarak isimlendirilir ve basit olarak kromozom kirilmasi ve
asentrik parcanin kaybolmasi ile ya da homolog kromozomlar veya kardes kromatidler

arasinda esit olmayan crossing over sonucu olusabilirler.

2.2.4.1.2 Duplikasyonlar

Duplikasyon, genomda belli bir bolgenin artisina verilen genel bir tanimlamadir.
Duplikasyonlar, artis goriilen bolge/segmentin genomda trizomisine yol agar ve bu
bolgedeki genler ii¢ doz olarak bulunurlar. Duplikasyonlar da delesyonlarda oldugu

gibi, esit olmayan krosing-over ile ortaya ¢ikabilir (Thompson MW, 2001).
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2.2.4.1.3 Halka Kromozomlar

Halka kromozomlar, ayni bir kromozomun iki kolunda olusan kirik noktalarinin
birbirleriyle birlesmesiyle olusurken kirik noktasi ile telomer arasinda kalan asentrik
pargalar ilk hiicre boliinmesinde kaybolur. Bu olusum sirasinda kirik noktasi ile
telomerler arasinda fonksiyonel genler bulunmazsa fenotip olarak etkilenme beklenmez.
Kaybolan pargalarda fonksiyonel genlerin varliginda ise parsiyel monozomi nedeniyle
fenotipin etkilenmesi beklenir. Bir diger mekanizmada ise ayni kromozomda islevsel
olmayan telomerilerin flizyonu sonucu olusur. (Sekil 2.6) En sik goriilen halka
kromozom X kromozomu kokenlidir ve kirik noktasima bagli olarak Turner
Sendromu'nda goriiliir. Otozomal kromozom kokenli halka kromozomlar ender
goriilmelerine karsin her otozom i¢in bildirilmistir. Otozom kokenli halka
kromozomlarda klinik tablo agir, cinsiyet kromozom kokenlilerde ise daha hafif bulgu
verir. Halka kromozomlar normal kromozom setine ilave olarak da gézlenmektedir ve
bu durum parsiyel trizomilere yol acar. Marker kromozomlarin bir boliimii halka
kromozomlardan olusur. Halka kromozomlar mitoz boélinmelerde — stabil

kalamadiklarindan mozaisizim siklikla gézlenir (Callier P ve ark. 2009).

Fonksiyonel olmayan
telomer

. Kirilan ug .

Kirilan ug '

Fonksiyonel olmayan
telomer

Sekil 2.6.: Halka kromozom olusum mekanizmasi

(http:// http://sonoworld.com/fetus/page.aspx?id=1040)
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2.2.4.1.4. izokromozomlar

Sentromerin her iki tarafinda da ayni1 kromozom kolunun bulundugu simetrik yapidaki
kromozomlar "izokromozom" olarak adlandirilir. Bu kromozomlar genomda,
kromozomun bir kolu i¢in monozomi, diger kolu i¢in trizomiye yol acarlar. Eger
izokromozom normal kromozom setine ek olarak bulunuyorsa, bu kromozom kolu i¢in
olgu tetrazomiktir. Olusum mekanizmasinda iki olaym rol aldigi1 diisiiniilmektedir.
Bunlarda birisi, mayoz II'deki hatali sentromer béliinmesi, digeri ise kromozomun bir
kolunun diger homolog kromozomun yine ayni kolu ile perisentromerik bolgede
translokasyonudur (Schinzel A, 1991). (Sekil 2.7)

P N N
N N = N

-

mayotik
béltinme

-

replikasyon veya

I \__J L
Profaz |
sinapsis U tipi parga degigimi

Sekil 2.7: Disentrik ve izokromozom olusum mekanizmasi (Gardner RJM, 2011)

2.2.4.1.5. Disentrik Kromozomlar

Cift sentromer tasiyan "disentrik" kromozomlar genellikle simetrik yapidadir ve
sentromerlerden biri inaktif oldugundan kromozom analizlerinde inaktif sentromer
farkedilmeyebilir, ancak sentromer spesifik bantlama (C bantlama v.d.) ile gosterilebilir.
Bu kromozomlar parasentrik inversiyon tasiyicilarinin dengesiz iirlinleri olarak orataya
cikabilecegi gibi iki homolog kromozom arasinda kardes olmayan kromatidler
arasindaki degisimler ile de olusabilir. Disentrik kromozomlar mitotik olarak stabildir

(Thompson MW, 2001). (Sekil 2.7, Sekil 2.8)



18

<
~
<
Y
Y
NN

e
b
o (] ¢
d C
o c d
AN d 2
NN\ d C e
% %
' a ' a Klasik inversiyon 75 78 4
krossing over loop'u
' b ' b disentrik - asentrik
C
d c
% % ' a
A€ 4 ¢
Normal inversiyonlu ' a l a ' b ' a
b I c (b
%
c d d ¢
d c d
% % C
A ¢ A ¢

U-loop krossing over

%
) e

duplikasyonlu

Sekil 2.8: Parasentrik inversiyonda disentrik kromozomun olusumu (Gersen S , Keagle
MB, 2013)

2.2.4.1.6. Marker Kromozomlar

Normal kromozom setine ek ve genellikle mozaik olarak bulunan, klasik sitogenetik
yontemlerle taninamayan kromozomlar "marker kromozom" olarak adlandirilir. Genel
populasyonda goriilme sikliklar1 yaklasik 1:2000'dir. Marker kromozomlar, fenotipik
olarak etkilenmis bireylerde saptandigi gibi normal fenotipli bireylerde de
goriilmektedir. Sentrik heterokromatin/satellitden olusan marker kromozomlar
fonksiyonel gen tasimadigindan fenotipi etkilememektedir, oysa okromatin materyal
yani fonksiyonel genler tasiyan kromozomlar agir klinik bulgulara neden olurlar.
Fenotipi etkilemeyen marker kromozomlar ailevi de olabilir. Ozellikle prenatal karyotip
analizlerinde de novo marker kromozom saptandiginda kromozomal kokenin ve
okromatin materyal tastyip tasimadiklarinin belirlenmesi son derece 6nemlidir. Klasik
sitogenetik yontemlerin (G,C ve NOR bantlama) yetersiz kaldigi durumlarda molekiiler
sitogenetik yontemler kullanilmaktadir.

Marker kromozomlar, X/Y ya da otozom kromozomlarindan koken alabilir. Disentrik,
izodisentrik veya halka kromozom yapisinda olabilirler. Otozomal kdkenli markerlar
icinde en siklikla (~ %40) gorilen 15’inci kromozom kokenli disentrik
kromozomlardir.Cogunlukla inv dup(15) olarak belirtilen bu markerlar, 15’inci
kromozomun kisa kolunu ayna simetrisinde tasiyan ¢ift satellitli markerlardir. Marker

kromozomun Okromatin materyali icerip icermedigine bagl olarak fetal anomali riski
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cok diistikten %100’e kadar genis bir dagilim gosterebildiginden genetik danigmada
problemlere yol agabilir (Lopez-Valdes JA ve ark. 2009; Karaman B ve ark, 2006) .

2.2.4.1.7. Mozaisizm

Mozaisizm, bir organizmada ayni zigottan kaynaklanan ancak genetik yapilart farkli
birden fazla hiicre dizisinin birlikte bulunmasidir. Bu durum, zigotun gegirdigi mitoz
boliinmelerde yeni bir mutasyon olusmasindan kaynaklanir. Bu mutasyon gen ya da
kromozomal diizeyde olabilir. Kanserde oldugu gibi belli bir doku ile smirh
kalabilecegi gibi tiim dokularda da yaygin olarak bulunabilir. Postzigotik mutasyonlar
normal bir zigottan anomalili hiicre dizisinin ya da anomalili bir zigottan normal hiicre
dizisinin olusmasina yol agabilir. Trizomik bir zigotun postzigotik boliinmelerde fazla
bir kromozomunu kaybederek (trizomiden kagis mekanizmasi) diploid hiicre dizisinin
ve mozaisizmin olugmasi, letal olabilecek trizomik embriyoya yasam sansi verirken,
normal embriyoda postzigotik mitotik hatalar ile trizomik hiicre dizisinin ortaya ¢ikmasi
mozaik kromozom anomalili bireylerin diinyaya gelmesine yol acar. Mozaisizmin letal
kromozom anomalilerine yasam sansi verdigine bir 6rnek olarak Pallister-Killian
sendromu verilebilir. Sitogenetik olarak normal kromozom setine ek olarak
izokromozom 12p nin bulunmasi ile karakterize bu sendromda anomali, periferik
lenfosit kiiltirlerinde degil, fibroblast dokusunda gosterilebilmektedir. Bu nedenle,
fenotipik olarak bu sendromu gosteren bireylerde tani ¢aligmalarinda dogru dokunun
se¢cimi 6nemlidir. Mozaisizmin bireyin fenotipine etkilerini degerlendirmek, 6zellikle
prenatal tanida saptandiginda ¢ok giictiir. Bu etkiler, kromozom anomalisinin tiirii, non-
disjunction olaymin zamani, anomalili hiicrelerin oranlar1 ve etkilenen dokulara bagl

olarak degisir (Turleau C ve ark., 1986; Pagon RA ve ark., 1979).

2.2.4.2. Mikroskobik olarak “Goriiniirde” Dengeli Yapisal Kromozom Anomalileri
Dengeli yapisal anomalilerde, kromozom setindeki genetik bilgide herhangi bir degisim
olmadigindan fenotipin etkilenmesi de beklenmemektedir. Ancak, de novo olusan
kromozom anomalilerinin, sitogenetik olarak dengeli goriindiikleri halde molekiiler
diizeyde dengesiz olmalar1 durumunda klinik bulgulara yol acabildikleri bilinmektedir.
Goriintirde dengeli bu kromozomal degisimin fenotip tizerindeki etkisi bes farkl
mekanizma ile agiklanmaktadir;

1-) Doz etkisi; submikroskobik diizeyde kirik bdlgelerinde olusan dengesizliklerde s6z

konusu genlerde dozaj degisimi sonucunda fenotipin etkilenmesi,
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2-) Direkt olumsuz etki; yapisal kromozom anomalisinin olusumu sirasinda kirik
noktasinin iglevsel bir geni bélmesi ile anlatiminin bozmast,

3-) Parental origin etkisi; ilgili kromozom segmentinin parental kokeninin Onemli
olmas (uniparental dizomi),

4-) Pozisyon efekti; genin olusan anomali ile yeni yerinde farkli islev ya da anlatim
modeli kazanmasi ile flizyon genlerinin ortaya ¢ikmast,

5-) Bahsedilen dort etkinin kombinasyonudur (Gardner RJM, Sutherland R, Shaffer
LG, 2011).

Yapilan ¢aligmalarda, de novo goriiniirde dengeli yapisal kromozom anomalisi
tasiyan olgularda fenotipik olarak etkilenme oranlari; resiprokal translokasyonlar igin
% 6,1, Robertsonian translokasyonlar i¢in % 3,7, inversiyon ve insersiyonlar i¢in % 9,
CCR’lar i¢in ise % 18 - 23 olarak verilmektedir. Normal fenotipteki dengeli tasiyici
ebeveynlerin, kromozomal olarak kendileri gibi dengeli tasiyici olmasina ragmen
fenotipik olarak etkilenmis gocuklari olabilmektedir. Bu durum da submikroskobik
dengesizliklerin varligi, dengeli/dengesiz mozaiklik olmasi, pozisyon efekti ve UPD
gibi mekanizmalarla agiklanmaktadir (Warburton D, 1991; Madan K, 1997; Gardner
RJM, Sutherland R, Shaffer LG, 2011).

2.2.4.2.1. Inversiyonlar

Inversiyonlar, intrakromozomal yapisal anomalilerdir. Bir kromozomda 2 kirik ile
olusan segmentin ters donerek, ayni bolgeye girip birlesmesiyle meydana gelir.
Anomali, segment sentromer igeriyorsa “perisentrik inversiyon”, sentromer igermiyorsa
“parasentrik inversiyon” olarak adlandirilir. Perisentrik inversiyonlarda kromozomun
p/q kol oraninda degisim oldugundan sitogenetik tani olduk¢a kolaydir. Parasentrik
inversiyonlar ise kol oraninda degisim olmadigindan ancak bant yapisindaki degisim ile
taniabilirler. Inversiyonlar genellikle tastyicilarda anormal bir fenotipe neden olmazlar,
ancak tasiyicilarin dengesiz gamet olusturma riski ytiksektir.

En sik goriilen inversiyon, 9 numarali kromozomun pl11ql2 heterokromatin bolgesini
igeren perisentrik inversiyondur ve toplum riski %0.8-2dir (Lee SG ve ark., 2010). Bu
inversiyon fenotipi etkilemediginden ve ayrica fetal kayiplar veya dengesiz karyotipli
cocuklarin dogmasina iliskin 6nemli bir risk olusturmadigindan normal varyant veya

polimorfizm olarak kabul edilir (Nussbaum RL ve ark., 2004).
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Perisentrik inversiyonlarda genel rekombinasyon riski %0.8-15 arasinda verilmekte
ancak inversiyon segmentinin her iki kirik noktasinin terminal uglara yaklastig
durumlarda yani segmentin biiyiimesi ile bu oran (%75-80) artmaktadir.

Parasentrik inversiyonlarin rekombinasyonlarinda asentrik ve disentrik iirlin
olustugundan yasayabilen dengesiz iiriin olasiliginin ¢ok diisiik oldugu bildirilmektedir
(Kaiser P, 1984; Daniel ve ark., 1989; Gardner RJM, Sutherland R, Shaffer LG,
2011).(Sekil 2.8)

2.2.4.2.2. Translokasyonlar

Translokasyonlar, homolog olmayan kromozomlar arasinda par¢a degisimi

(resiprokal translokasyon), kromozomun ara bir segmentinin koparak ayni ya da farkli
bir kromozomun ara bolgesine katilmasi (insersiyonal translokasyon) ya da bagimsiz iKi
akrosentrik kromozomun sentromer ya da p kollarindan birlesmesi (Robertsonyan
translokasyon) ile olusan yapisal kromozom anomalileridir (Miller OJ ve Therman E,
2001; Nussbaum RL ve ark. 2004).

2.2.4.2.2.1. Resiprokal Translokasyonlar

Homolog olmayan iki kromozom arasinda karsilikli par¢a degisimi “resiprokal
translokasyon” olarak adlandirilir. Genellikle en az iki kromozom arasinda, iki kirik
olusumu ile meydana gelir ve toplam kromozom sayis1 degismez. Genellikle dengeli
anomalilerdir ve klasik bantlama teknikleri ile taninabilirler. Resiprokal
translokasyonlar, yaklasik olarak 500 yenidoganda 1 goriiliirler (Jacobs PA ve ark.
1992).

Translokasyon tagiyicilarinin gametogenez sirasinda olusacak kromozom dagilimina
gore, farkli drlinler ortaya ¢ikmaktadir. Resiprokal translokasyonlarin mayoz
bolinmenin pakiten evresinde kuadrivalent olusturup ardindan kutuplara ¢ekilmesi
esnasinda her iki kutba translokasyona katilan kromozomlardan birer kromozomun
gitmesi ile 2:2 dagilim, bir kutba 3 diger kutba ise 1 kromozom gitmesi ile 3:1 dagilim
ve dort kromozomun da bir kutba ¢ekilmesi ile 4:0 dagilim gergeklesir (Nussbaum RL
ve ark. 2004). (Sekil 2.9)
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Sekil 2.9: Resiprokal translokasyonlarin dagilim semasi; A- 2:2 dagilim, B- 3:1 dagilhim; C-
4:0 dagihm (Gardner RJM, Sutherland R, Shaffer LG, 2011)

Translokasyonlarda dengesiz {irin olasiliklari, translokasyona katilan kromozom

segmentinin biyiikliigl, kirik noktasmnin yeri, bu segmentlerin tasidigi islevsel genlerin



23

miktari, tagtyicinin anne ya da baba olmasina gore 6nemli degisiklikler gostermektedir.
Translokasyon tasiyicilarinda, dengesiz {irlin tastyan gamet riski, etkilenmis ¢ocuk
dogurma riski ve gebelik kaybi riski ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir. Transloke olan
segment biiylikliigli arttikca dengesiz lriiniin yagsamla bagdagma orani diismektedir.
Translokasyon segmentinin kiigiikk olmasmin adjacent 1 dagilim modeline, sentrik
segmentin kii¢iik olmasinin adjacent 2 dagilim modeline, akrosentrik kromozomlarin
kiiciik segmentle katildigr translokasyonlarda 3:1 dagilim modeline yatkinhk
olusturdugu, hem transloke olan hem de geri kalan kromozom segmentinin biiyiik
oldugu translokasyonlarda ise yagamla bagdasabilen dengesiz iiriin olasiliginin olmadigi

one siiriilmektedir (Gardner RJM, Sutherland R, Shaffer LG, 2011).

2.2.4.2.2.2. Robertsonyan Tipi Translokasyonlar

Iki akrosentrik kromozomun kisa kollarmi kaybederek sentromer ya da sentromere
yakin bolgeden birlesmesiyle olusur. Akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda, p11
bolgesinde satellit DNA’lar I, IL, III, IV, ve B; p12 bolgesinde 18S ve 28S ribozomal
RNA’y1 kodlayan genlerin tekrar dizileri; ve pl3 bdlgesinde p-satellit DNA ve
telomerik diziler vardir. Bu nedenle kisa kol kayiplarinda fenotipin etkilenmesi
beklenmemektedir. Dengeli Robertsonyan tipi translokasyon tasiyicilarinda total
kromozom sayis1 45°dir. Genel populasyonda goriilme sikliklart 1/1000°dir. Tiim
akrosentrik kromozomlar arasinda Robertsonyan tipi translokasyon kombinasyonlari
saptanmakla birlikte en sik gorilen iki tip 13ql4q (~1/1300) ve 14q2lq
translokasyonlaridir. Bunlar tiim Robertson tipi translokasyonlarin yaklagik %85’ini
olusturmaktadir .

Dengeli Robertson tipi translokasyon tastyicilart fenotipik olarak normal olmalarina
karsin dengesiz gamet verme olasiliklart yiiksektir; trizomik ve monozomik zigotlar
ortaya ¢ikar. Homolog kromozomlarin Robertson tipi translokasyonlari i¢in tasiyicilarin
verdigi gametlerin yarist dizomik, diger yarisi da nullizomik oldugundan, saglikli tiriin

sans1 yoktur (Shaffer LG ve Lupski CR, 2000; Marand GA, 2005).

2.2.4.2.2.3. Insersisyel Translokasyonlar

Insersisyel translokasyonlar, iki kirk noktasi ile serbest kalan intersisyel bir kromozom
parcasinin, olusan iicilincii bir kirik noktasina girerek birlesmesi ile olusur. Bu olay aym
bir kromozom iizerinde ya da farkli kromozomlar arasinda olusabilir ve ¢ok ender

goriiliirler. Dengesiz gametlerin déllenmesiyle olusan gebelik iiriinlerinde, araya giren
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segmentin parsiyel delesyonu veya duplikasyonuna bagli olarak agir klinik bulgular
ortaya ¢ikar (Gardner RJM, Sutherland R, Shaffer LG, 2011).
Insersiyel translokasyonlarin  %14'ii de novo olusmaktadir, %86's1 ise ailevi kalitim

gostermektedir (Van Hemel JO ve Eussen HJ, 2000).

2.2.4.2.2.4. Kompleks Kromozom Anomalileri (CCRs)

Kompleks kromozom anomalileri (complex chromosomal rearrangements: CCRs), en
az iki kromozomda en az ii¢ kirikla olusan yeniden diizenlenmelerdir. Cogunlukla de
novo olusan bu anomaliler nadiren ailevi de olabilmekte, dengeli yada dengesiz olarak
goriilmektedir. Dengesiz de novo CCRs siklikla MKA/MR 'li bireylerde saptanirken
dengeli CCRs kotii obstetrik oykiilii ¢iftlerde saptanmaktadir. Kirik noktalarinin sayisi
artik¢a etkilenme olasilig1 da artmaktadir .

FISH ¢alismalarimin yaygin olarak kullanilmasindan 6nce CCRS, kirik noktalarinin
sayisi, ailevi yada de novo olusu ve anomaliye katilan kromozom sayis1 gibi kriterlere
gore siniflandirilmistir (Kleczkowska A ve ark.1982 ; Kousseff BG ve ark., 1993).

FISH c¢aligmalarinin yaygin olarak kullanilmasi ile birlikte en kabul goren siniflandirma
Gardner ve Sutherland’in siniflandirmasidir. Buna gére CCRs;

* Three way exchange (Ug kirikli degisim) : 3 kromozomun katildig1, 3 kirikla olusan
yeniden diizenlenmeler

* Complicated CCRs (Komplike CCRs) : Kirik sayisinin anomaliye katilan kromozom
sayisindan daha fazla oldugu komplike yeniden diizenlenmeler

» Simple CCRs (Basit CCRs) : 2 bagimsiz, basit diizenlenmenin bir arada goriildiigi
anomaliler olmak {izere 3 grupta degerlendirilir .

Madan 2012'de CCR lar1 asagidaki gibi 4 farkli grupta siniflamay1 6nermistir;

Tip 1: Kirik sayis1 = kromozom sayisi

Tip 2: Kirik sayis1 = kromozom sayisindan bir fazla ve bir inversiyon segmenti igerir.
Tip 3: Kirik sayis1 > kromozom sayis1 ve bir veya daha fazla insersiyon segmenti igerir.

Tip 4: Kirik sayis1 > kromozom sayisi ve bir orta segment icerir (Madan K, 2012).

CCR tastyicilarinda genetik danisma oldukga zordur. CCR tasiyicilarinin gebeliginde 4
muhtemel sonu¢ ongdriilebilir;

1- Gebeligin spontan diisiikle sonlanmasi; CCR tasiyicilariin gebeliklerinin diisiikle
sonlanma olasilig1 disi tasiyicilar igin %46, erkek tastyicilar igin ise %60'tir (ortalama
risk %48,3) (Gorski JL ve ark., 1988; Madak K. ve ark., 1997; Wang H ve ark., 1993).
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2- Dengesiz yapisal kromozom anomalisi tastyan MKA/MR'li ¢ocuk riski %18,4 dir.
3- Canli doganlar i¢inde aynmi dengeli CCR igin tastyicilik olasiligt %50 ve normal
karyotip olasilig1 %31,6'dir (Gorski JL ver ark., 1988; Madak K. ve ark., 1997).

269.371 olguluk bir prenatal tami serisinde CCR sikligi % 0.03 olarak
belirlenmis ve disi tasiyicilarin erkeklerden 3 kat fazla oldugu gosterilmistir (Giardino
D ve ark. 2009). Erkek CCR tastyicilarinin 6nemli bir kisminda oligospermi ve
azosperminin yol agtigi infertilite sorunu oldugu bildirilmektedir (Kim JWve ark.,
2010).

Madan ve ark.'min (1997) CCR tasiyicist 60 olguluk serilerindeki olgularin %68'i
(41/60) normal fenotipli (32 erkek / 9 disi) olup kotii obstetrik 6ykii nedeniyle, %28'i
(14/60) ise MKA/MR nedeniyle, %9'u ise (5/60) prenatal tanmida tesadiifi olatrak
saptanmis. Bu anomalilerin %18'i (11/60) ailevi, %52'si ise de novo idi ve %30'unun
(18/60) kalitim modeli belirlenememisti. Bu seride, de novo dengeli CCR olgularinda
fenotipik olarak etkilenme orani %23 idi. Ballarati ve ark., (2009) CCR olgularinda
array teknigi ile yaptiklart c¢alismada anomalinin submikroskobik olarak dengeli
olmadigini, kirik noktalarinda ya da kirik noktalarindan bagimsiz bolgelerde genomik

dengesizliklerin oldugunu gostermistir.

2.2.5. YAPISAL KROMOZOM ANOMALILERININ OLUSUM
MEKANIZMALARI ve ETiYOLOJISI

2.2.5.1. Nonallelik Homolog Rekombinasyon (NAHR)

Somatik ve germ hiicrelerinde homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri
arasinda genetik materyal degisimi normal bir olaydir. Bu tip parga degisimleri gen
havuzunun cesitliligini  saglamaktadir ve normal bir hiicre béliinmesinin zorunlu
elemanidir. Allelik olmayan kromozom bolgelerinin  degisimi yapisal yeniden
diizenlenmelere neden olur. Kromozom kirilmasi teorik olarak insan genomunun
herhangi bir yerinde meydana gelebilir ve ilgili kromozom/lar sayisiz yolla yeniden
diizenlenebilir. Bu sebeple potansiyel yeniden diizenlenmelerin sayisinin sonu yoktur.
Ancak, genomun bazi O6zel bolgeleri, temelindeki mimari neden ile kromozom
kiriklarina daha yatkindir. Genomun bagka yerlerinde de tekrarlayan bir DNA dizisinin
varlig1 ¢ift zincir kiriklarinin olusumuna yatkinlik saglayabilir ve/veya ozel bir
sekonder DNA yapisinin olusmasina neden olabilir (Stankiewicz P ve Lupski JR, 2002;
Gu W ve ark., 2008).
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Pek ¢ok yeni galisma, tekrarlayan ve de novo yeniden diizenlenmelerin allelik olmayan
homolog bolgelerin arasindaki rekombinasyona sekonder olarak meydana geldigini
gostermistir. Bu bolgelerin homolojisi bazen "high copy number repeats” olarak
karsimiza ¢iktig1 gibi (Alu veya satellit DNA dizileri), biiyiik ¢ogunlugu low copy
repeats (LCRs)dir. Literatiirlerde tanimlanan tekrarlayan duplikasyon, delesyon,
inversiyon, translokasyon, izokromozom ve marker kromozom Ornekleri "LCR-

m

mediated nonallelic homologous recombination (NAHR)"' olaymna sekonder olarak
ortaya ¢ikmaktadir. LCRs'lar bu rekombinasyon olaylar1 i¢in temel gorev yaparlar ve bu
bolgeler 10-500 kilobaz (kb) biiyiikliigiinde olup %95 dizi benzerligi gosterirler. Genom
boyunca dagilmis olmalarina ragmen, perisentrik kromozomal bolgelerde daha sik
bulunurlar. Bu nonallelik homolog olmayan rekombinasyonlar sonucunda olusan
degisimin biiyiikliigli ve yeniden diizenlenmenin tipi, aralarindaki krosingover sayisina
bagli oldugu kadar, LCRs'm biiyiikligii, lokalizasyonu ve yoniine de baglidir
(Stankiewicz P ve Lupski JR, 2002; Kumar D., 2008)

Ayni kromozomda yer alan direkt LCRs (ayn1 yonde olan) hem duplikasyon hem de
delesyon olusumuna neden olabilir (Sekil 2.10-a). Direkt LCRs yardimiyla, homolog
kromozomlar veya kardes kromomatitler arasinda gerg¢eklesen tek bir NAHR
komplementer delesyon ve duplikasyon olusumuna neden olur (Sekil 2.10-b). Eger
direkt LCRs''m NAHR'u tek bir kromatitde (intrakromatid) gerceklesirse sadece
delesyonlar karsimiza ¢ikar (Sekil 2.10-c). Sekil 2.10-d'de goriildiigii gibi inversiyonlar,
ters yonlii LCRs'mn intrakromatid rekombinasyonlarina bagli olarak olusabilir. Tamamen
farkli kromozomlar iizerinde yerlesmis LCRs'lara bagli NAHR olaylar,
translokasyonlarin ya da daha kompleks yeniden diizenlenmelerin olusumuna neden

olabilir (Sekil 2.10-e) (Giglio S ve ark., 2001).
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Sekil 2.10: NAHR olusum mekanizmalar1 (Gardner RJM, Sutherland R, Shaffer LG,
2011)

Rekombinasyon olaylar1 ile olusan inversiyon, duplikasyon ve delesyonlarin biiytikligi
LCRs'larin birbirine yakinligi ve uzunlugu ile iliskilidir. Genel olarak, daha genis
yeniden diizenlenmis bolgeler, daha genis LCRs'larin varliginda ortaya ¢ikar.

LCRs, tek gen i¢inde olusan biiyiik delesyon/duplikasyonlar, genin iginde veya
bitisiginde meydana gelen rekombinasyonlar sonucu olusur. Bu yeniden diizenlenmeler
submikroskobiktir ve tanisi igin molekiiler tekniklerin kullanilmasi gerekir. Ornegin
Hunter Sendromu, Hemofili A, ailevi juvenil nefronofitizis gibi hastaliklar bu
mekanizma ile olusurlar (Gu W ve ark., 2008). Tek gen yeniden diizenlenmelerinin
tersine, farkli kromozomlarda LCRs aracili NAHR'lerin varligi (tipik olarak 1.5-5
megabaz(mb) biiyiikligiinde) molekiiler sitogenetik yontemlerle gosterilebilir ve pek
¢ok geni kapsar. Bu grup i¢in tanimlanmis ¢ok sayida mikrodelesyon/mikroduplikasyon
sendromlar1 kadar pek cok tekrarlayan yeniden diizenlenmeler (6rnegin (4p16;8p23)
translokasyonu) ve 15. ve 22. kromozomlardan kdken alan inverted duplikasyon
anomalileri yer alir (Giglio S ve ark., 2002).

Pek ¢ok kromozomal yeniden diizenlenmede, LCRs temel neden olarak goriinse de,
Alu veya satellit DNA dizileri gibi high copy number repeat'ler de rol oynamaktadir. En
az 32 tek gen hastaligi ve 16 kanser olgusunun, intrakromozomal Alu- aracili
rekombinasyon olaylari sonucu olustugu bildirilmistir (Deininger PL ve Batzer MA,
1999). Daha az goriilmesine ragmen interkromozomal Alu-Alu rekombinasyonlar1 da
meydana gelmektedir. Alu tekrarlarinin neden oldugu XY translokasyon tasiyicisi bir

XX erkek, bu olaya bir 6rnek olarak gosterilebilir (Rouyer F ve ark, 1987). Ek olarak,
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satellit DNA dizileri ve/veya akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda yer alan diger
tekrarlayan komsu diziler aracili interkromozomal NAHR'larin bazi Robertsonyan tipi
translokasyonlarin olusumundan sorumlu oldugu hipotezi de vardir. Satellit DNA
dizilerinin rekombinasyonlarinin, 9. kromozomun uzun kolunun proksimalinde yer
alan heterokromatin bolgenin tekrarlayan inversiyonlarina neden oldugu da

bildirilmistir (Samonte RV ve ark., 1996).

2.2.5.2. Nonhomolog End Joining (NHEJ)

Tekrarlayan (11;22) translokasyonu iizerinde yapilan ¢aligmalar, DNA'nin yapisinin
kromozom yeniden diizenlenmeler i¢in "hot spot"'lar olusturabilecegini desteklemistir.
Bu translokasyonun kirik noktalarin1 iceren bdlgeler homoloji gdstermemektedir.
Ancak stabil olmayan AT-zengin palindromik DNA dizileri  icermektedir. Bu
palindromik diziler, DNA'da ¢ift zincir kiriklarina ve dolayisiyla translokasyonlarin
olusumuna neden olan nukleazlara duyarli, kusurlu sa¢ tokasi ya da hag¢ bicimindeki
sekonder yapinin olusumundan sorumludurlar. DNA'da meydana gelen bu c¢ift zincir
kiriklar1 nonhomolog end joining (NHEJ) diye adlandirilan bir mekanizma ile tamir
edilir (Sheridan MB ve ark., 1997). Pek c¢ok detayli incelenmis translokasyonun kirik
noktalarinda nadir olarak palindromik diziler saptanmistir. 22. kromozomun kisa
kolunun proksimalinde, ayn1 tekrarlayan 11q;22q translokasyonunda oldugu gibi, AT-
zengin palindromik dizinin gosterilmesi bu nadir olgulara Ornek verilebilir. NF1
geninin 31. intronundaki bir palindromik dizi, birbirinden bagimsiz iki 17q;22q
translokasyonunda da bildirilmistir . 5 olguda ise tekrarlayan 8q;22q translokasyonun
8q24.13 bolgesinde yer alan bir AT-zengin palindromik dizi nedeniyle olustugu 6ne
stirtilmiistiir (Kehrer-Sawatzki H ve ark. 1997; Sheridan MB ve ark., 1997; Kurahashi H
ve ark., 2003; Gotter AL ve ark., 2004 ).

Pek c¢ok yeniden diizenlenme NHEJ'ye sekonder olarak meydana geldigi i¢in
palindromik dizilerin kullanilmig oldugu goriilememis ve bunun yerine, DNA'da g¢ift
zincir kiriklarinin olusumuna meyilli kromatin yapilarina (topoizomeraz II kesim
bolgesi, DNaz I duyarli bolgeler veya artmis triniiklotid tekrar bolgeleri gibi) atifta
bulunulmustur (Lieber MR, 2010).
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Sekil 2.11. NHEJ olusum mekanizmasi (Gu W ve ark., 2008)

2.2.5.3. Fork Stalling and Template Switching (FoSTeS)

Son olarak, ti¢iincli bir mekanizma olan fork stalling and template switching (FOSTeS)
modelinin, NAHR ve NHEJ mekanizmalarina sekonder oldugu gosterilemeyen ¢oklu
kompleks yapisal kromozom yeniden diizenlenmelerinin olusumundan sorumlu
olabilecegi One siirtilmistiir (Zhang F ve ark., 2009). FoSTeS ile iliskili kompleks
yeniden diizenlenmeler, kesintili replikasyon zincirinin, kendi replikasyon ¢atalindan
diger replikasyon catallarina sigrayarak tasinmasina sekonder olarak gelismis , aralikli
ve rastgele bir sekilde nonduplike veya triplike olmayan segmentlerle birlikte
serpistirilmis delesyon/duplikasyonlart kapsar. Bu anormal replikasyon siirecinin
replikasyon catalinin durmasma sekonder olarak, protein-DNA komplekslerinin
ve/veya spesifik DNA yapilar1 tarafindan baslatildig: diisiiniilmektedir. ilk dnce catalda
replikasyon durur (1), kesintili DNA zinciri orijinal template'ten ¢oziiliir ve kisa
homolog bdlgeler kullanilarak ayn1 ya da farkli kromozomun bagka bir yerine baglanir
(2,3) ve replikasyon yeniden baglatilir (4)(Sekil 2.12). Palizaeus-Merzbacker
hastaliginda sorumlu PLP1 geninin duplikasyonlarinin ¢ogunun, Potocki-Lupski ile
iligkili 17p11.2 duplikasyonlarinin FoSTeS mekanizmasina sekonder olarak ortaya

¢iktigina inanilmaktadir (Zhang F ve ark., 2009).
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Sekil 2.12.: FOSTES olusum mekanizmasi (Gu W ve ark., 2008)

2.2.5.4. Kromotripsis ve kromoanagenezis kavramlari

Ozellikle kanser dokularinda, tek bir hiicrede tek bir olay ile pek c¢ok yeniden
diizenlenmenin bir arada oldugu goriilmektedir. Bu tip yeniden diizenlenmeleri
aciklamak tizere provoke edilmis iki mekanizma mevcuttur. Birinci mekanizma;
kromotripsis olarak adlandirilir (Chromo=kromozomlar, tripsis=par¢alanma). Ikincisi
ise; lokal yeniden diizenlenmelerin, DNA replikasyonu sirasinda, mikrohomolog
dizilerin yonlendirdigi template degistirme mekanizmasinin “kromoanagenezis
(anagenez=yeniden dogma)" olarak adlandirilmasidir. Kanser hiicrelerinde yapilan
caligmalar, pek c¢ok yeniden diizenlenmenin kromotripsis mekanizmas1 ile
gerceklestigini ortaya koyan kanitlar sunmustur. Kromoanagenezis mekanizmasi ile
ortaya c¢ikan birbirinden bagimsiz yeniden diizenlenmeler, tek bir katastrofik olay ile
ortaya ¢ikarlar (Holland AJ ve Cleveland DW, 2012).

Yeniden diizenlenmelerin sonucunda DNA fragmentlerinin ve heterozigozitenin kaybi,
kromotiripsis siiresince bir kez olan ve bir daha tekrarlanmayan kataklizmik bir olay ile
gerceklesir (Sekil 2.13). Sekil 2.13'de 'da kromozom par¢alanmasinin ardindan NHEJ

mekanizmasi ile kompleks yeniden diizenlenmelerinin ortaya ¢ikist gosterilmektedir.
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Kromotiripsis sonucunda spontan bir sekilde pek ¢ok ¢ift zincir kiriklari olusur ve
par¢alanmis bir veya birka¢ kromozom (veya bir kromozom kolu) ortaya cikar.
Parcalanmig fragmentlerin pek c¢ogu NHEJ mekanizmasi ile bir araya getirilir
(kromoanagenezis).

Yeniden diizenlenmis kromozom iki kopya sayisi durumu igermektedir. Bir yiiksek
(high) kopya sayist durumu (her bir yeniden baglanmis fragment) ve bir disiik (low)
kopya sayis1 durumu (kaybolmus ve yeniden birlestirilememis DNA fragmentleri).

Ayn1 zamanda kirilmis DNA fragmentleri halkasal formda birleserek ekstra

kromozomal double minute kromozomlar1 olusturabilirler (Chen JM ve ark., 2012).

Normal kromozom

Telomer Sentromer Telomer

—-——- FEXW7 iy

Kromonagenens

Pl N

LG o W [ [T15)0;7/( % —
MYC onkogem iceren FBXWT tumor supresor MLL ve FOXR1 genleri arasinda
halkasal kromozom genini iceren yeniden duzenlenmis
delesyonlu bolge onkogenik fuzyon
MYC gen

amplifikasyonu

OO

Double minute kromozomlar

Sekil 2.13.: Kromotripsis siirecinde gerceklesmesi muhtemel olay érnekleri (Holland AJ ve
Cleveland DW, 2012)

2.2.6. Kopya sayis1 varyasyonlari (CNVs) ve Tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
Insan genomunun polimorfizmler olarak adlandirilan sadece %0,1'lik kismi

bireyden bireye degisiklik gosterir ve fenotipik farkliliklarla iliskili olabilir. Genomdaki

varyasyonlar arasinda klinik sonuglari agisindan en Onemli olanlar yapisal

varyasyonlardir. Yapisal varyasyonlarin dengesiz olan formlar1 (kopya sayisi
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degisikliklerine yol agan) biiyiikk delesyon, duplikasyon ve insersiyonlari, dengeli
formlari ise inversiyon ve translokasyonlari kapsar. Referans genoma kiyasla, genomda
farkli sayilarda bulunan ve biiyiikliigi >1 kb olan bu DNA segmentleri "kopya sayisi
varyasyonlart (CNV)"  olarak adlandirilir. Gelisen yeni teknolojiler sayesinde
(mikroarray teknolojileri) genomdaki varliklar1 kesfedilen bu degisimlerin tek bazlik
varyasyonlari,  mutasyonlar ya da bir diger polimorfizm olan "tek niikleotid
polimorfizmleri (SNPs)" olarak adlandirilir.

CNV'lerin olusumlarindan yapisal kromozom anomalilerinin olusum mekanizmalari
bagliginda anlatilan mekanizmalar (NAHR, NHEJ, FoSTeS) sorumludur. Sekil 2.14'te
bu mekanizmalar ve sonuglarinda olusabilecek yapisal varyasyonlar Ozetlenmistir
(Weischenfeldt J ve ark., 2013).
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Sekil 2.14.:CNV olusum mekanizmalari ve olasi sonuclar1 (Weischenfeldt J ve ark., 2013)
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2.2.6.1. CNV'lerin fenotipik etkileri

Yapisal varyasyonlarin klinik sonuglart penetrans yoklugu veya ekspresivite
degiskenligi gibi nedenlerle ayni ailedeki bireyler arasinda bile degisiklik
gostermektedir. Ornegin 1q21.1 bodlgesinin yapisal varyasyonlarinin mikrosefaliden,
konjenital kalp anomalileri ile sizofreniye kadar ulagan bir fenotipik spektrumu vardir.
Cevresel faktorler / diger yapisal varyasyonlarin varligi bu fenotipik farklarin ortaya
c¢ikmasinda etkili olabilmektedir. Klinik olarak fenotipi etkilemeyecek bir CNV'nin
genomun baska bolgesindeki bir CNV'nin  ya da c¢evresel faktorlerin etkileriyle
patolojik bir 6zellik kazanmasi, "¢ift vurus hipotezi" ile agiklanmaktadir (Sekil 2.15)
(Veltman JA ve Brunner HG, 2010). TAR (trombositopeni-radius yoklugu)
sendromu'nda, 1g21'de a-CGH teknigi ile gosterilen 200 kb'lik ve 11 geni kapsayan bir
delesyon saptanmistir. Otozomal resessif kalitim modeli gosteren bu sendromda tek bir
allelde gosterilen bu delesyon, diger allelde fenotipin ortaya ¢ikmasina yol agan baska
bir genetik nedenin varligi ile agiklanmigtir. Ekzom tarama teknigi ile TAR hastalarinda
yapilan genom boyu dizileme analizlerinde RBM8A geninin 5' untransleted bolgesinde
diisiik frekansli bir SNP saptanmistir. Bu gen 200 kb'lik delesyon bdlgesindeki
genlerden biridir. Fonksiyonel ¢alismalar, proteine gevrilmeyen bolgede ender goriilen
bir SNP'nin RBMB8A geninin ekspresyonun diismesine sebep oldugunu gostermistir. Bir
veya daha fazla genin etkisiyle (modifier genler olarak bilinir) baska bir genin
allellerinden birindeki ekspresyonun modifikasyonu fenotipik farkliliklardan sorumlu
olabilir. Bu mekanizma “epistatik etkilesimler" (epistatic interactions) olarak bilinir.
Bardet-Biedl sendromu ve Crohn hastaliginda da fenotipik varyasyonlarin bu
mekanizma ile olustugu bilinmektedir (Badano JL ve ark., 2006; Albers CA ve ark.,
2012).

tek vurus cift vurus, ilave CNV cift vurus, epistatik etki

klinik olarak etkilenmemis
veya hafif fenotip

gelisme geriligi gelisme geriligi

Sekil 2.15: Cift vurus hipotezi ve klinik etkileri (Veltman JA ve Brunner HG, 2010)
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Yapisal varyasyonlar, flizyon gen olusturmasi veya aminoasite ¢evrilen bolgesindeki bir
kisalma (truncated gen) da goriiniirde dengeli bir varyasyonun molekiiler diizeyde
fenotipik bir etkiye yol agmasina neden olur.

Genlerin kopya sayisindaki degisimlerin mRNA seviyesinde etkisi, fare ve transforme
edilmis insan hiicrelerinde arastirllmaktadir. Bu ¢alismalar CNV'ler ile mRNA
seviyesinin arasinda ciddi bir korelasyon oldugunu gostermistir (Schlattl A ve ark.,
2011). Cis-regiilator elementleri (=ayn1 kromozomdaki genlerin ekspresyonunu regiile
eden genomik bolgeler) kapsayan bir CNV direkt olarak mRNA seviyesini
etkileyecektir. Ornegin silencer veya insulater elementleri etkileyen bir delesyon o
genin expresyonunda beklenenin tersine artisa sebep olabilir.

Sekil 2.16-a'da renkli kutular genleri, altigen kutular doku spesifik enhancer'lari, siyah
renkli dikdortgenler ise insulator'leri (regiilator elementlerin aktivitesini bloklayan
yapilar) temsil etmekte, oklar ise hedef geni isaret etmektedir. Sekil 2.16' b ve d'de
gendeki kodlanan bélgenin yeniden diizenlenmesi veya gen flizyonun olusmasinin
regiilator elementleri islevsiz kilmasi gosterilmektedir. Ayrica genomdaki farkli bir
bolgeye yerlesen CNV'ler pozisyonel etkiyle gen ekspresyonunu etkileyen farkli
regiilator elementlere maruz kalirlar (Sekil 2.16-d) (Schlattl A ve ark., 2011).
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Sekil 2.16: Yapisal varyasyonlarin fonksiyonel sonuclar: (Schlattl A ve ark., 2011).

CNV'ler mRNA diizeyinde ekspresyon degisikliklerine neden oldugu gibi protein
diizeyinde de degisikliklere yol acabilir. Son zamanlardaki pek ¢ok calisma mRNA ve
protein seviyeleri arasindaki korelasyonu arastirmaktadir (Schrimpf SP ve ark., 2009;
Vogel C ve ark, .2010). Tim genom boyu ¢alismalara gore; 6zellikle memelilerde
translasyon orani ve elementlerini etkileyen faktorler g6z 6niinde bulundurulsa dahi,
%40'tan fazla proteinin hiicresel miktart mRNA miktarina baglh olarak degismektedir.
Sadece kopya sayisi degisikliklerine bagli olmaksizin, hiicresel protein seviyesi, post-
transkripsiyonel dilizenlenme, translasyon kontrolii, proteinin  tersiyer yapist ve
stabilitesi genler ve proteinler arasindaki etkilesimler ile diizenlenmektedir. Sekil
2.17'de CNV'lerin varliginda veya yoklugunda bu mekanizmanin nasil gergeklestigi
Ozetlenmigtir. Sekilde genler (A,B,C genleri) farkli renklerdeki kutucuklarla
gosterilmigtir.  Normal durumlarda genlerin protein seviyeleri transkripsiyon ve
translasyon asamalarinda otoregiilasyon ile diizenlenmektedir. B geni transkripsiyon
oranini hemen 6niinde yer alan kendi cis-regiilater element ile diizenlemektedir (negatif

feedback). 1ki genin iiriinlerinin birbirleri arasindaki etkilesimleri de fenotipi
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etkileyebilir. Sekil 2.17-c'de C proteini A proteinin seviyesini epistatik etki ile
diizenlemekte ve A proteini B proteini ile fonksiyonel bir kompleks olusturmaktadir.
Gen dozajlarinda degisime sebep olan yapisal varyasyonlar g¢esitli mekanizmalarla
tolere edilebilir. Iki doz olan genin protein seviyesi yine negatif feedback mekanizmasi
ile optimal seviyede tutulabilecegi gibi, ¢capraz diizenleme ile bagka bir genin proteinleri
tarafindan da diizenlenebilir (b,c). Bu mekanizma bazi1 genlerin neden dozaja hassas
olmadigmi  ve duplikasyonlarin  fenotipik  etkilerinin daha az oldugunu
aciklayabilmektedir. Bir genin protein seviyesini diizenleyen elementlerinden yoksun
olmasi (delesyon), artik o genin otoregiilasyon gerceklestirememesine sebep olur (d).
Diger bir olasilikta epistatik etki ile baska bir genin proteinin seviyesini diizenleyen
genin delesyonu, diizenledigi genin protein ekspresyonunun artmasina sebep olabilir (e)

(Veltman JA ve Brunner HG, 2010; Ghazalpour A ve ark., 2011).
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Sekil 2.17: Protein seviyesinin diizenlenme mekanizmalar (Schlattl A ve ark.,

2011).

CNV'lerin fenotipik etkilerini anlamak i¢in, daha fazla sayida klinik bulgulari iyi tanimlanmus,

genotip-fenotip  korelasyonlar1  yorumlanmig, doku ekspresyon bilgileri olan hasta

popiilasyonlarinin incelenmesi gerekmektedir.
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2.3. KROMOZOM ANOMALILERININ TANI YONTEMLERI

Kromozom analizlerinde hedef, sayisal anomalilerin yani sira olast tiim yapisal
dengesizliklerin de arastirilmasidir. Ilk sayisal anomalinin tanimlandigi 1959 yilindan
giinlimiize kadar bu alanda biiyiik asamalar kaydedilmis, gelistirilen yeni tekniklerin
kullanimt ile bir¢ok mikrodelesyon/duplikasyon sendromu tanimlanmistir (Portnoi MF
ve ark., 2005; Bonnet C ve ark., 2010).

Giiniimiizde, bu tekniklerin birlikte kullanimi ile daha etkin fakat maliyet acisindan da
daha uygun olan yontem ve algoritmalarin gelistirilmesine ¢alisilmis ve ¢alisilmaktadir.
Insan kromozomlarmin analizleri sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler
yontemlerle yapilabilmektedir. Sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemlerle
metafazlar incelendiginde caligma hassasiyetine bagli olarak sayisal ve yapisal
anomaliler hem dengeli hem de dengesiz olarak arastirilabilirken, molekiiler
yontemlerle dengeli yapisal anomaliler gosterilememektedir ancak artan ¢oziniirlikk

orani submikroskobik anomalilerin saptanma oranini bir hayli arttirmistir .

2.3.1 Kromozom anomalilerinin tanisinda klasik sitogenetik yontemler

G bantlama, kromozom analizlerinde en yaygin kullanilan bantlama yontemidir.
Teknigin temeli, kromozom iizerindeki yapisal histon ve non-histon proteinlerin bir
proteaz (tripsin, pankreatin vb.) yardimi ile denatiirasyonunun ardindan Giemsa (GTGQG)
veya Leischman (GTL) ile DNA’nin Adenin ve Timin bazlarindan zengin
heterokromatin bdlgelerinin koyu boyanmasi esasina dayanir. Guanin ve Sitozin
bazlarindan zengin 6kromatin bolgeler ise agik boyanir. GTG bantlama ile haploid
genomda metafaz evresinde yaklagik 400- 500 bant goriilebilmekte ve bu da yaklasik 5-
10 Mb’lik (bant basma yaklasik 50 gen) kromozomal degisimlerin taninabilmesini
saglamaktadir. HRBT teknigi ile, izlenebilen bant sayis1 daha da artmaktadir.

Q bantlama, DNA’nin AT bazlarinca zengin bélgelerinin segici olarak quinacrine veya
atebrin gibi AT-6zgiin floresanli boya maddeleri ile boyanarak floresan mikroskobu
altinda parlak bantlarin elde edilmesidir. Q bant adi verilen bu teknik ile, tim
sentromerler, 1, 9, 16. kromozomlarin perisentromerik bolgeleri, akrosentrik
kromozomlarin sentromer ve satellit bolgeleri ile Ygh bolgeleri parlak boyanir ve bu
nedenle heteromorfizm ¢alismalarinda kullanilir (Gardner RJM, Sutherland R ve
Shaffer LG, 2011).
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C bantlamada, kromozomlarin asit ve baryum hidroksit gibi bir alkali ile muamelesi ile
Okromatik bolgelerin yapisinin bozulmasi saglanir ve bunu takiben Giemsa ile
boyanmasi ile kromozomlarin sentromerik bolgeleri ile basta 1, 9, ve 16 nolu
kromozomlar olmak tizere perisentromerik bolgeler ve Y’nin q kolunun terminal
bolgesi koyu boyanir. Gen igermeyen ve transkribe olmayan konstitutif heterokromatini
pozitif boyayan bu teknik polimorfizm c¢aligsmalari, sentromere yakin kromozom
anomalilerinin ve marker kromozomlarinda Okromatin varliginin arastirilamsinda
kullanilir.

R bantlama (Reverse banding), GTG ile koyu boyanan kromozom bdlgelerinin agik,
acik boyanan kromozom bdlgelerinin ise koyu boyanmasini saglar. Boyama igin
floresanli bir boya olan akridin turuncusu veya Giemsa kullanilir. Okromatin
bolgelerinin koyu boyanmasint saglayan bu teknik, G bantlama ile agik boyanan ve
saptanmas1 zor olan terminal degisimleri belirlemek icin kullanilir. Inaktif olan X
kromozomunun daha soluk boyanmasini saglayan bu teknik, translokasyon tipi yapisal
X anomalilerinde bu kromozomun inaktif olup olmadigi gosterir.

NOR boyama (Nuclear Organiser Region), akrosentrik kromozomlarin satellit
bolgelerini boyar. Bu bolgeler nukleolus organizasyonundan sorumlu (Nucleolar
Organizer Region), rRNA kodlayan genlerin ¢ok sayida kopyasini igerir. Bu bolgeler
glimiis nitrat ile koyu boyanir. Kisiden kisiye farkli boyanma 6zellikleri gosterebilen bu
bolgelerin  boyanmasinda kullanilan NOR boyama teknigi, polimorfizmlerin
gosterilmesi ve marker kromozomlarin satellit igerip igermediginin anlasilmasinda
kullanilir (Thompson MW, 2001).

HRBT, >550 bant iceren prometafaz hatta profaz kromozomlarnin incelenmesini
miimkiin kilmaktadir ver bu da daha yiliksek bant seviyesinde analiz yapilabilmesini
saglamaktadir. ik olarak 1976’da Yunis, tarafindan gelistirilen bu yontem, lenfosit
hiicre kiiltiirlinlin metotraksat ile senkronize edilerek kromozomlarin daha az kondanse
olduklar1 prometafaz evresinde elde edilmesi temeline dayanir (Yunis JJ, 1976).
Senkronizasyon igin, hiicre dongiisii erken bir evrede, kimyasal bir madde (MTX ve
BrdU) ile bloke edilir. Daha sonra bu blok kaldirilarak tiim hiicrelerin es zamanl
boliinmeye uyarilmasi saglanmaktadir. Sitogenetik laboratuarlarinda HRBT nin daha
sik kullanilmaya baglanmasi ile birlikte kromozomlarin baz1 yapisal yeniden
diizenlenmeleri alt bantlar diizeyinde tanimlanabilmis ve bazi genetik sendromlarin

kromozomlardaki mikrodelesyonlarla iliskisi ortaya ¢ikarilmistir.
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Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), kromozomlarmn belli bolgelerine 6zgiin DNA
dizilerinin (prob) enzimatik yolla fluoresan veren maddelerle isaretlenerek DNA ile
hibridizasyonu sonrasinda mikroskopta goriintiilenmesi esasina dayanan bir tekniktir.
Sitogenetik ile molekiiler genetik arasinda bir koprii olusturan FISH teknigi 90 I
yillarda sitogenetik tanida Onemli bir tamamlayict olarak hizla kullanim alani
bulmustur. Molekiiler genetikteki ilerlemeler cok sayida 6zgin DNA dizilerinin
klonlanmasina olanak saglamis ve bu sayede belirli bolgelere 6zgiin tek iplikli DNA
oligontikleotidleri (prob) elde edilmistir. Bu problarin, metafaz kromozomlarinda ya da
interfaz nukleus DNA’sma hibridizasyonu sayesinde 6zgiin bolgeler goriintiilenebilir.
FISH, standart bantlama teknikleri ile tanimlanamayan 5mb dan kiiciik kromozom
anomalilerinin ~ (submikroskobik delesyonlar, duplikasyonlar, translokasyonlar,
inversiyonlar ve marker kromozomlar) aydinlatilmasinda vazgegilmez bir teknik
olmustur. Klasik yontemler ile rutin analizlerde (550 bantlik) 5Mb’ dan daha kiiciik
kromozomal degisimlerin tanmmast miimkiin olamadigindan 06zellikle bilinen
mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarinin tanisinda en pratik, hizli ve maliyet
acisindan uygun olan yontem bu sendromlara O6zgiin problarin kullanimi ile
gerceklestirilen FISH teknigidir. Kanser olgularinda da, klasik yontemlerle birlikte
kullanilan FISH teknigi tanida ¢ok Onemli katkilar saglamaktadir. Kromozomlarin
subtelomerik bolgeleri genler acisindan ¢ok zengin olmakla birlikte bant kaliplar1 6zgiin
degildir ve anomalilerinin tanist klasik bantlama teknikleri ile hemen hemen
imkansizdir. Bu bdlgelerin 6nemi anlasildiktan sonra gelistirilen subtelomerik bolgelere
0zgiin FISH problari, klasik yontemlerle kromozom anomalisi gosterilemeyen non-
spesifik MKA/MR olgularinda anomalinin arastirilmasinda 6nemli katkilar saglamistir.
Ravnan ve ark. (2006) 11.688 olguda yaptiklar1 subtelomerik FISH ¢alismasinda %3
oraninda subtelomerik yeniden diizenlenme saptamisti (Ravnan JB ve ark., 2006).
Literatirde MKA/MR olgularinda bu oran %0-23 arasinda verilmektedir (Joyce CA ve
ark. 2001; Viot G ve ark. 1998). Bildirilen anomali oranlarindaki farkliliklar, olgu

grublarinin olusturulmasindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir.

CGH (Comperative Genomic Hybridisation), mikrodizin c¢alismalarinin Onciisii
sayilan bu yontem, incelenen DNA ile kontrol DNA nin farkli fluoresanli boyalar ile
isaretlenerek metafaz kromozomlarinda hibridizasyonu ve flouresan sinyallerinin
mikroskopla goriintiilenerek sinyallerin birbirine oraninin karsilastirilmasi esasina

dayanmaktadir. Her iki flouresan renginin kromozom {izerinde olusturdugu dengenin
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bozulmasi ile delesyon/duplikasyon tanisina gidilmektedir. Bu teknik, ilk olarak tiim
genomun incelenmesine olanak saglamasi bakimindan ¢ok Onemli olmasina karsin
kromozomlarin perisentromerik ve terminal bdlgelerinde hassasiyetin diisiik olmasi,
rezolusyonunun kisitli olmasi, uygulama ve analiz zorlugu, yaygin kullanimina engel

olmaktayd1 (Nacheva EP ve ark. 1998; Jacobsen A ve ark. 2000).

2.3.2 Mikroarray analizleri

CGH calismalarina paralel olarak, Solinas-Toldo ve ark. (1996) hedeflenen bir diziyi
cam slaytlar tizerine immobilize ederek "array comperative genomic hybridization" a-
CGH’in temelini attilar. Daha sonra 1999 yilinda Pollack ve ark. array slaytlar1 {izerine
hedeflenen bolgenin ¢cDNA dizisini immobilize ederek genom diizeyinde DNA daki
kopya sayisindaki degismeleri incelediler. 2004 yilinin baslarinda a-CGH yonteminin
MKA/MR olgularinda kullanimin ilk sonuglar1 bildirilmeye basladi. Baslangigta bu
yontem bacterical artifical chromosomes (BACs)'dan elde edilen problarin cam bir slayt
lizerine yerlestirilmesi ile uygulanirken, sonrasinda SNP'leri iceren veya igermeyen
oligoniikleotid problarin kullanildig1 slaytlar tiretildi. 2004'ten bu yana kromozomal
mikroarray 'ler (CMA) tiim genom boyunca kb diizeyinde delesyon ve duplikasyonlarin
saptanmasina olanak tanimistir (Stankiewicz P, Beaudet AL, 2007)

2.3.2.1. Mikroarray'lerin dizaym ve karsilastirilmasi

Mikroarray'ler a-CGH veya SNP genotipleme yontemlerinin kullanilmasiyla genomik
kopya sayisi degisikliklerini saptamak amaciyla dizayn edildiler. BAC problari
genellikle 80-200 kb biiyiikligiinde oldugundan klinik agidan anlamsiz daha az veri
gostermesine ragmen, kiigiik degisimleri saptama olasiligi daha diisiiktii ve bu nedenle
artik kullanilmamaktadir.

a-CGH yontemi ile, 50-70 kb biiyiiklikligiinde oligoniikleotid problar kullanarak
genomik kopya sayist degisikliklerini saptamaya yonelik dizayn edilmis iki platform
(Agilent ve Nimblegen) bulunmaktadir. Diger iki platform ise (Illumina ve Affymetrix)
SNP genotiplemeye odaklanmistir ancak genomik kopya sayist degisikliklerini de
saptamaya olanak tanimaktadirlar (Hantash FM ve ark., 2006).

a-CGH iki farkli floresan boya ile isaretlenmis DNA'min tek bir slaytta birlikte

hibridizasyonuna dayanan bir yontemdir. SNP array'lerde ise sadece test DNA
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isaretlenir ve hibridizasyonu yapilir, sonrasinda kontrol DNA ile biyoinformatik analiz

sirasinda karsilastirma yapilir (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18: CGH array'ler ile SNP array'lerin karsilastirilmasi

a-CGH  teknigi, genom boyunca serbest bir sekilde konumlandirilmig
oliglinukleotidlerle, tek bir slaytta internal bir kontrol ile karsilastirma yaparak kopya
sayilarinin belirlenmesi i¢in optimal bir yontemdir. SNP array'ler ise tek niikleotid
polimorfizmlerinin genomdaki dagilimi ile sinirlanmistir ve daha kisa oligoniikleotidler
kullanildig1 i¢in yanlis hibridizasyon sonuglari dogurabilmektedir. Tim array'ler
genomdaki "low copy repeatleri” (LCRs), long interspersed repetetive elements (LINES)
gibi yiiksek tekrarlayan dizileri ve short interspersed repetetive elements (SINEs) gibi
yapilar1 kapsayacak sekilde dizayn edilmistir. Kopya sayis1 saptamaya yonelik array'ler
bu konuda bazi avantajlara sahip olsa da 6zellikle kanserli olgularda saptanan somatik
heterozigozite kaybi (Lost of Heterozygosity = LOH), akrabalik ve UPD gibi
durumlarda ortaya ¢ikan yapisal heterozigozite yoklugu (absence of heterozygisity
=AOH) gibi olaylar1 saptayamaz. SNP array'ler ise 6zellikle LOH ve AOH saptamaya
yonelik dizayn edilmislerdir. Son yillarda polimorfik olmayan problarin SNP array'lere,
tek niikleotid polimorfizmlerinin de CGH array'lere eklenmesi ile bu iki yontemin

dezavantajlar1 ortadan kaldirilmaya c¢alisilmistir. Ancak her iki modifikasyon da
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tamamen bu amagclar1 karsilayamaz (Christian PS ve ark., 2011). Nimblegen, Agilent
gibi platformlarin SNP problar1 eklenmis slaytlart LOH ve AOH gibi bloklar sinirli bir
sekilde gosterebilir fakat olgunun SNP genotiplemesini gergeklestiremez (Sekil 2.19).
Sekil 2.19-a 'da Agilent 180K (180000 prob iceren slayt) CGH+SNP array'in 14,
kromozomun parsiyel UPD'si durumunda ortaya ¢ikan goriintiisiidiir. Bu bolge i¢in
kullanilan smirli sayida SNP'nin baglanma oranlar1 (log, ratio) yesil ile gosterilen
alanda belirtilmistir. Sekil 2.19-b ise [llumina'nin 1M (1 milyon prob iceren slayt) SNP
probu igeren array gorintiisidiir. 14. kromozomun parsiyel heterozigozite kayb1 SNP
array'de son derece yliksek c¢oziiniirliikte ve cok sayida prob ile gosterilirken,
CGH+SNP array'de bu alan az sayida SNP probu ile diisik c¢oziniirlikte
gosterilebilmistir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19: Agilent SNP+CGH(a) array ile lllumina SNP array(b)'in 14. kromozomdaki
UPD'yi gosteren karsilastirmal goriintiisii (Christian PS ve ark., 2011).

CGH array'lerin 6nemli avantajlarindan birisi de genomdaki belirli bir genin tek tek
ekzonlarina kadar (ekzon-ekzon) gosterilebilmesidir. Bu durum 4-6 oligoniikleotidin
genin ekzonlarinin i¢inde veya hemen komsu bolgesinde konumlandirilmasi ile
basarilmistir. Boylece gen spesifik Sanger sekanslama teknigi ile gosterilemeyen
ekzonik bir delesyonun varligi da saptanabilir. Pek ¢ok laboratuvar gen dizileme ile a-

CGH teknigini bir arada kullanmaktadir ancak bu strateji olgu basina diisen maliyeti
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arttirmaktadir. Bir veya iki bilinen gen s6z konusu ise MLPA veya qPCR teknikleri
daha az maliyetle uygulanabilir (Volikos E ve ark., 2006).

Glinimiizde a-CGH ile ekzon-eckzon kopya sayisi analizleri bilinen ekzonik
delesyon/duplikasyon sendromlarinin tanisinda rutin olarak kullanilmaktadir. Bu
yaklasim ile yaklasik 1,700 gen rapor edilmis ve ¢ok sayida klinik olarak énemli olan
delesyon belitrlenmistir (Boone PM ve ark., 2010). Ileriki giinlerde ekzom sekanslama
teknigi dizi varyasyonlarinin yanmi sira ekzonik kopya sayilarin1 da saptayarak bu

amagla a-CGH kullanimin yerini alabilir.

2.3.2.2 Mikroarray analizlerinin taniya katkisi

2.3.2.2.1. Gelisim geriligi ve MKA/MR olgular1

Mental retardasyon, genel popiilasyonun %2-3'linde goriilen ve hayat boyu
morbidite'ye sebep olan gelisimsel bozukluklardan biridir (Leonard H ve Wen X,
2002). MR, tek gen ve kromozomal hastaliklar, teratojenik maruziyet, perinatal asfiksi,
enfeksiyonlar gibi pek ¢ok durumda ortaya ¢ikabilir.

IQ diizeylerindeki degiskenliklerin en az %50'sinin genlerle iligskili oldugu
diisiiniilmektedir. “Online Mendelian Inheritance in Man” (OMIM) bilgi bankasinda
MR ile birliktelik gosteren 1200'den fazla genetik hastalik ve 250'den fazla mental
retardasyon ile iligkili gen kayitlidir.

Klasik karyotiplemede MR olgularmin yaklasik %5'inde kromozom anomalisi
gosterilmektedir (Van Karnebeek CD ve ark., 2005). A-CGH ve yiiksek ¢oziniirliiklii
SNP array'lerin kullanmiyla birlikte normal karyotip saptanmis idiyopatik gelisim
bozuklugu veya MKA/MR olgularinda %10-20 oraninda ek anomali saptandigi ortaya
¢ikmistir (Stefansson H ve ark., 2008).

44K oligoniikleotid a-CGH kullanilarak normal karyotipli 1499 MR olgusunun
arastirlldigr ve 5 merkezin katilimiyla gerceklestirilen bir calismada %7-14 oraninda
anomali saptanmustir. Ayrica arastirmacilar bu olgularda 300 kb'lik bir cut-off degerinin
kullanilmasini 6nermislerdir (Xiang B ve ark., 2010).

19 calismanin sonuclarini kapsayan, 13,926 MKA/MR olgusunun degerlendirildigi bir
meta-analiz'de ise a-CGH'in %10 oraninda taniya katkisi oldugu vurgulanmistir (Sagoo
GS ve ark., 2009). Yakin dénemde International Standarts for Cytogenomic Arrays
(ISCA) konsorsiyum'unun 32 farkli merkezden 21,698 olgunun test edildigi meta-
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analizinde MKA/MR olgular i¢in a-CGH tekniginin kromozom analizine oranla (%3 -
T21'ler diglandiginda-) %15-20 oraninda katki sagladigi belirtilmistir. Bu ¢aligmada a-
CGH'in MKA/MR olgularinda ilk test olarak uygulanmasi 6nerilmistir. Ek olarak a-
CGH'te normal sonu¢ saptanmasi durumunda de novo veya ailevi bir dengeli yapisal
anomalinin kromozom analizi ile arastirilmasi gerektigi belirtilmistir. MR'li olgularda
sitogenetik olarak saptanabilen anomalilerin %210'unu dengeli yeniden diizenlenmeler
olusturmaktadir. Bunun anlami, MR'li olgularda sadece Kkaryotip analizi ile
gosterilebilecek anomalilerin orant %0,3 diir (Miller DT ve ark., 2010). Bu yeniden
diizenlenmelerin mikroskopik diizeyde dengeli olmasina ragmen, mikroarray'ler gibi
yiikksek ¢Oziiniirliiklii teknojiler kullanilarak %30-40'inin  submikrokopik degisimler
tagidig gosterilmistir.

2.3.2.2.2. Psikiyatrik hastaliklar

Multipl psikiyatrik hastaliklarin, 6zellikle otizm, sizofreni, bipolar hastalik ve Tourette
Sendromu gibi, kalitimsal 6zellikte oldugu diistiniilmektedir (McGuffin P ve ark, 1984;
State MW, 2010). Ancak psikiyatri pratiginde mental hastaliklarin biyolojik temelleri
ve genetik Ozellikleri tizerine ¢ok az bilgi vardir (Avramopoulos D, 2010).

2.3.2.2.2.1. Otizm

Sebat ve ark.'nin 2007'de yayimladiklari ve de novo CNV'lerin otizm ile gii¢lii iliskisi
oldugunu vurguladiklar1 ¢aligmalar1 bu alandaki bilgilerin doniim noktas1 olarak kabul
edilmektedir. Bu ¢aligmada oligoniikleotid array kullanilarak sporadik otizm olgularmin
%10'unda de novo CNV'ler bildirilmistir. ilging olan CNV saptanma oram basit
ailelerde kompleks ailelere oranla daha fazladir (Sebat J ve ark., 2007). Kisa bir siire
iginde bunu izleyen pek ¢ok ¢alisma da bu bulguyu desteklemistir. Marshall ve ark.
(2008), S00K genom boyu SNP array kullanarak yaptigi ¢alismada basit otizm
ailelerinde %7, kompleks ailelerde ise %2 oraninda CNV saptamustir.

Otizm ile iliskili oldugu diisiiniilen CNV'lerin ¢ogu, pek cok geni kapsamaktadir. Bu
durum, hangi genin otistik davranslarla iliskili oldugunu aciklamakta zorluk
yaratmaktadir (6rnegin, 16p11.2 delesyon/duplikasyonu). Istisna bir duruma ornek
vermek gerekirse, 15913.3 bolgesinin 1.5 MB biyiikligiindeki delesyon
/duplikasyonlarinda kirik noktalar1 arasinda sadece 6 gen mevcuttur. Daha kiiciik
delesyonlarin saptanmasi ile daraltilan bu bolgede CHRNA7 ve OTUD7A genleri
kapsanmaktadir. CHRNA7Y geni, néronal asetilkolin reseptoriiniin alt tinitesini kodlamasi
nedeniyle noropsikiyatrik fenotiplerle iligkisi olabilecek en olast gendir (Shinawi M ve
ark., 2010).
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Otizim spektrumu hastaliklarinin = %10-25'inin  genetik nedenleri mevcut array

teknolojilerinin kullanimiyla ortaya konabilmektedir (Boone PM ve ark., 2010).

2.3.2.2.2.2. Sizofreni

Pek cok genis kapsamli ¢alismada sizofreni ile iligkili birbirinden farkli nadir CNV'ler
gosterilmistir. Bu nadir CNV'lerin saptanma orani, sizofren olgularda, normal
popiilasyona gore artmistir. Ayn1 zamanda sizofren olgularda saptanan pek c¢ok
tekrarlayict CNV, diger norogelisimsel ve noropsikiyatrik hastaliklarla da iligkilidir.
Sebat J ve ark. (2009), sizofreni ile iliskili mutasyonlarin genetik ve olgularin fenotipik
heterojenitesini tartistigi bir derlemede genom boyunca yayilmis pek ¢ok nadir CNV'nin
sizofreni olusumuna yatkinlig arttirdigini 6ne stirmiistiir.

Array tekniklerinin kullanimiyla ortaya ¢ikan tiim bu bilgiler ile sizofreni, otizm ve
diger noropsikiyatrik hastaliklarin, genomun pek c¢ok farkli bolgesinde, farkli
mutasyonlarin veya tek bir mutasyonun (veya CNV) etkisiyle ortaya cikabilecegi
sOylenebilir. Ayn1 ailede bile penetransi yiiksek bir mutasyon i¢in, etkilenmis bireyler
arasnda farkliliklar goriilebilir. Ornegin 16p11.2 mikroduplikasyonunda, proband
sizofrenken ayni ailedeki diger tasiyici bireylerde bipolar hastalik, major depresyon gibi
fenotipler goriilebilir. 22q11.2 delesyonu saptanan Di George sendromlu olgularda,
yetiskin donemde sizofreni ortaya ¢ikabilmektedir (Ramelli GP ve ark., 2008).

2.3.2.2.3. Mozaisizm, kimerizm ve UPD

Genom boyu SNP array'ler CNV'lerin yani sira, heterozigozite kaybi, UPD ve diisiik
oranli mozaisizmleri saptayabilir. Trizomi, monozomi, triploidi, delesyon/duplikasyon,
ring ve diger yapisal kromozom anomalileri gibi ¢esitli degisimlerin mozaik durumlari
goriilebilir. Kromozomal mozaisizmler sitogenetik olarak saptanabilir ve hassasiyeti
analiz edilen dokudaki mozaik hiicrelerin miktar: ile dogru orantilidir. Diisiik oranlt
mozaisizmleri saptamak zordur. 20 hiicrenin incelendigi standart kromozom
analizlerinde, %95 giivenirlilikle %14 ve {istii mozaisizmler saptanabilmektedir. Daha
diisiik oranli mozaisizmler, sadece daha fazla hiicre ve farkli dokularin
degerlendirilmesi ile saptanabilir. Rutin kromozom analizleri kiiltiir edilmis lenfositler
ya da amniyositlerden yapilir. Bu durumda, kromozomal anomalili hiicreler
boliinmeyerek kiiltiirdeki oranlarin az olmasina sebep olabilir. Bu nedenle diisiik oranli
mozaisizmler gozden kagabilir. Bazi mozaisimler ise Pallister-Killian sendromunda
oldugu gibi, lenfositler normal oldugu halde fibroblastlarda gosterilebilir. a-CGH

tekniginde kiiltiir edilmemis periferik kandan izole edilen DNA kullanilmaktadir. Bu
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sebeple kiiltiir edilmemis lenfositlerde yapilan inceleme daha dogru bir mozaisizm
orani verecektir (Ballif BC ve ark., 2006).

Mozaisizmin degerlendirmesinde, mikroarray tekniklerinin konvensiyonel kromozom
analizine oranla daha avantajli oldugu ileri stiriilmiistiir. Array ¢alismasinda DNA'nin
¢ok sayida hiicre igeren bir havuzdan izole edilmesi ile hem interfaz hem de metafaz
hiicrelerini igeren daha fazla sayida hiicrenin degerlendirildigi, oysa rutin
karyotiplemede sadece uyarilmis hiicrelerin kullanildigi metafaz hiicrelerinin
incelendigine dikkat ¢ekilmistir (Conlin LK ve ark., 2010). Ilk yillarda, SNP veya
CGH array platformlarinda bilinen kromozom anomalilerinde sadece 9%10-20
oranindaki mozaisizmler saptanabiliyordu. Conlin ve ark. (2010), SNP array teknigi ile
%S5 oranindaki mozaisizmleri de saptanabildigi ileri siirdiiler. Ancak CVS 6rneklerinin
%1,2'si, AS 6rneklerinin ise %0,2'sinde saptanan ¢ok diisiik oranlt mozaisizmlerin array

teknikleri ile saptanabilmesi halen miimkiin degildir.

Kimerizm, ger¢ek hermafrodizm olgularinda rastlanan bir durumdur. Etkilenmis
bireyler 46,XX ve 46,XY hiicre dizilerini tagimaktadir. Bu olgular kromozom analizleri
ile kolayca saptanabilir. Ancak, seks kromozomlarinda bir farklilik olmadiginda
kimerizm saptanamaz. Oysa SNP array'ler kullanilarak mozaisizm ve olas1 kimerizm

birbirinden ayirtedilebilir.

Uniparental dizomi 3 farkli mekanizma ile olusur;

1) Trizomiden kagis

2) Monozomiden kagis

3) Gamet komplemantasyonu

Bu ii¢c mekanizmadan herhangi biri ile ortaya ¢ikan bir UPD, kromozom analizlerinde
gosterilemez. Ancak allelik kalitim analizi veya ilgilenilen bdlgenin metilasyon analizi
ile genomik imprintig varliginin aragtirtlmasi gibi yontemlere gereksinim duyulur.

SNP array'lerde monozomiden kacis mekanizmasiyla gergeklesen izodizomik
kromozomun UPD'si gosterilebilirken, trizomiden kagis veya gamet komplementasyonu
ile olusan heterodizomik kromozom saptanamaz ki bu da en sik ratlanan UPD tipidir

(Jinawath N ve ark., 2010).
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2.3.2.2.4. Prenatal taniya katkisi

1970'lerden bu yana fetal kromozom anomalilerinin tanisinda en gegerli teknik
kromozom analizleridir. Fetal kromozom anomali oranlar1 c¢alisilan hasta
populasyonuna/endikasyona gére degismektedir. Fetal anomali oran1 gebelik

haftasi ilerledik¢e azalmaktadir. Kromozom analizlerinde, en yiiksek fetal kromozom
anomali riski patolojik ultrason bulgusu endikasyonunda saptanmakta ve kromozom
anomalileri i¢inde andplodiler one ¢ikmaktadir. Sik goriilen andploidilerin (21, 18, 13,
X ve Y kromozomlar1) hizli tanisinda FISH ve qF-PCR yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak bu tekniklerin hi¢ biri invaziv girisim gerektiren olgularda, kromozom
analizlerinin yerini alamaz. Kromozom analizlerinde patolojik ultrason bulgulariyla
seyreden gebeliklerde normal karyotip ya da goriiniirde dengeli bir yeniden diizenlenme
saptanmig ise Mikroarray gibi yiiksek ¢ozlniirlikkteki ek bir testin uygulanmasina
ihtiya¢ vardir.

Pek cok calisma grubu prenatal tanida array tekniklerinin uygulanma sonuglarini
yayimlamistir. Bu calisma sonugalarina gore karsilagilan en 6nemli sorun saptanan
genomik dengesizligin klinik olarak anlamli olup olmadigidir. Wapner ve ark. (2012)
normal karyotip saptanmis, anne yasi, artmis biyokimyasal risk veya patolojik ultrason
bulgular1 olan 3822 gebelikte Agilent 44K ve Affymetrix Genom boyu 6.0 SNP array
platformlarin1 kullanmis ve bu gebeliklerin 1399'unda (%36,6) genomik degisimler
saptamistir. Ancak bu degisimlerin sadece %251 patojenik veya patojenik olma
olasiligi tasimakta, %32,2'si zararsiz CNV, %3,4'i ise klinik olarak anlami bilinmeyen
degisimler olarak degerlendirilmistir.

Fiorentino ve ark. (2010), anne yas1, patolojik ultrason bulgular1 ve aile dykiisii olan
1037 gebeligin 34'linde degisim saptamistir. Bu degisimlerin %3,3'0 klinik olarak
anlamli, %13'li ise zararsiz varyasyonlardir. Tyreman ve ark. (2009) sadece patolojik
ultrason bulgusu olan 106 gebeligin 36'sinda degisim saptamistir. Bu degisimlerin ise
%9'u patojenik, %12'si zararsiz, %13'i ise klinik anlami bilinmeyen degisimlerdir.
Patolojik degisim saptama oranlari literatiirde, olgu se¢im kriterlerine baglh olarak %2-
%13 arasinda degismektedir (Wapner RJ ve ark.,, 2012; Fiorentino F ve ark,
2011;Tyreman ve ark., 2009).
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2.3.3. Mikroarray verilerinin degerlendirilmesi

A-CGH veya SNP array verilerinin degerlendirilmesinde en 6nemli sorun bulunan
degisimin klinik etkisidir. Ozellikle prenatal tanida klinik olarak anlami bilinmeyen bir
degisimin raporlandirilmasi ailelerdeki korkuyu arttirmakta, siiregelen gebelik ile ilgili
kararlarini etkilemekte veya sonraki gebelikler i¢in bir belirsizlik yaratmaktadir.

ISCA konsorsiyomunun 2010'da yaymmladigi kriterler, saptanan degisimin
patojenitesinin nasil degerlendirilmesi gerektigini belirtmektedir.

Bu kriterler; olas1 bir patojenik CNV saptanmast durumunda;

a) Etkilenmis bir ebeveynde gosterilirse,

b)Ebeveynlerin herhangi birinde olup indekste degisime ugramis bir formda
saptanmissa,

¢) Etkilenmis aile bireylerinden herhangi birinde saptanmissa,

d) CNV veritabanlarinda (ISCA, DECIPHER vb) MKA/MR, gelisim geriligi olan
olgularda bildirilmis bir degisimle Ortiisliyorsa,

e) Bilinen bir mikrodelesyon/duplikasyon sendromuyla oOrtiisiiyorsa,

f) CNV c¢ok sayida gen igeriyorsa ve OMIM iliskili genlerin sayisi fazla ise

patolojik olarak rapor edilebilir.

Olasi bir zararsiz CNV saptanmasi1 durumunda ise;

a) saglikli ebeveynden kalitilmais ise,

b) saglikl1 bir akrabada da gosterilmis ise,

¢) Veritabanlarinda tamamen saglikli bireylerde saptandig1 gosterilmis ise,

d) CNV patolojik 6zelligi olmayan genler igeriyor ise,

zararsiz olarak rapor edilebilir.

Ayrica bir CNV genel olarak;

a) delesyon ise,

b) homozigot bir delesyon ise,

c¢) bir amplifikasyon ise (tek bir kopya sayis1 artisindan fazla) klinik olarak anlamli
(patojenik) olma olasilig1 yiiksektir.

Eger CNV;

a) duplikasyon ise ve dozaja hassas bir gen igermiyorsa,

b) regiilator elementler icermiyorsa zararsiz 0Olma olasilig yiiksektir (Miller DT

ve ark., 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Bu c¢alisma, goriinlirde dengeli yapisal kromozom anomalisi saptanmis
MKA/MR’li postnatal ve patolojik ultrason bulgusu/lar1 olan prenatal olgularda, bu
degisimlerin kirik noktalarinda ve/veya kirik noktalarindan bagimsiz bolgelerde
molekiiler diizeyde dengesizlik olup olmadigini aragtirmak amaciyla a-CGH yonteminin
uygulanmasin1  kapsamaktadir. Bu amagla, kromozom analizleri i¢in Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali' na bagvurmus ve
goriiniirde dengeli kromozom anomalisi saptanmis fenotipik olarak etkilenmis 34
olgunun tani amaci ile 6nceden alinmis olan mevcut periferik kan ve fetal doku
ornekleri kullanildi. A-CGH yo6ntemi ile elde edilen sonuglarin biyoinformatik analizleri
sonrasinda, degisim saptanmis olgularin anne ve babasinda da ayni yontem uygulanarak

ailevi bir tagiyicilik olup olmadigr arastirildi.

Kromozom analizleri Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi
Genetik Anabilim Dali Sitogenetik laboratuvarinda, klinik muayeneleri ayni bilim

dalinin polikliniginde yapildu.

Calismada yer alan 13 prenatal olgunun invaziv girisimleri Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dal,
Perinatoloji Bilim Dali’ nda gergeklestirildi. Bu dokulardan 2’si koryonik villus 6rnegi

(CVS), 7’si amniyotik siv1 hiicreleri, 4’1 fetal kan 6rnegi idi.

Calismanin etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi. Caligmaya katilan tiim aile {yeleri ve saglikli bireylerden

bilgilendirilmis onam alindi.

3.2. YONTEMLER
3.2.1.Gerecler

3.2.1.1. Kullamlan Tasmabilir Cihazlar
a) NimbleGen MS 200 Mikroarray Tarayict (Roche)

b) NimbleGen Mikroarray Kurutucu (Roche)
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¢) NimbleGen Mikroarray Hibridizasyon cihazi (Roche)

d) Tam otomatik DNA izolasyon cihazi- Magna Pure Compact (Roche)
e) Termal Dongi Cihazi (TechGene)

f) Santrifiij- Allegra X22R (Beckman)

g) Mikrosantrifiij- 5415R (Eppendorf)

h) Spektrofotometre- Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)

i) Mikropipet Seti- (Gilson, Finpette)

J) PCR tiipleri- (Axygen)

k) Buzdolabi- SR-L629EV (Samsung)

[) Derin dondurucu- (Real)

m) Distile su cihazi- (Niive)

n) Su banyosu- 1083 (GFL)

0) Inkiibator- Shake n stack (Hybide)

p) Masaiistii 1sitic1 blok- Accublock (SBH130D Stuart)

g) Vorteks (V-1 plus BioSan)

r) Bilgisayar (Samsung)

s) DNA Bankalama programi- Ozel yapim veritabam (File Maker Pro V 8)

t) Array-CGH Analizi (NEXUS6.1)

3.2.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

a) NimbleGen Array Kitleri; CGX 3X WG-T v1.0 1,4M, CGX ISCA 3X 1,4M
(Roche)

b) Agilent array kiti; ISCA 8x60K
¢) NimbleGen Cift renk DNA isaretleme kiti (Roche)
d) NimbleGen Hibridizasyon kiti (Roche)

e) NimbleGen Wash Buffer Kiti (Roche)
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f) DNA Vacuum Concentrator (Savant DNA 120 Speed Vac Concentrator)
(Thermo Scientific)

g) DNA Isolation Kit for Mammalian Blood (Roche)

h) High Pure PCR Template Preparation izolasyon Kiti (Roche)
i) Etanol-(Merck)

J) PB-Mercaptoethanol

k) Proteinaz K-(Roche)

[) 1xPBS tamponu

m) 2xSSC ¢ozeltisi

n) 0.4xSSC+0,05 tween 20 ¢ozeltisi

0) TE tamponu

3.2.2. Kullanilan Teknikler

3.2.2.1. DNA eldesi

34 olgunun DNA izolasyonunda Roche firmasinin High Pure PCR Template
Preparation izolasyon Kiti kullanilmistir. Tiim izolasyonlar iiretici firmanin protokoliine

uygun olarak yapilmistir.

3.2.2.2. A-CGH Cahismasi

A-CGH, test ve referans DNA’simin isaretlenmesi, hibridizasyon, yikama, tarama ve

analiz agamalarindan olusan yaklasik 3 giin siiren bir ¢aligmadir.

Agilent array platformu sadece anne- baba tasiyiciliklarini arastirmak amaciyla
kullanilmigtir. Uretici firmanim protokoliine uygun bir sekilde 2 giin siiren ¢alisma ile

tamamlanmistir. Asagidaki boliimlerde Nimblegen array kitlerinin protokolii mevcuttur.
3.2.2.2.1. Test ve Referans DNA’sinin isaretlenmesi

Test DNA Cyanine3 (Cy3) (pembe), Referans DNA Cyanine5 (Cy5) (mavi)
boyasiyla isaretlenir. Isaretlemede ilk asamada kullanilan kimyasallar ve kullanim

miktarlari tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3-1: isaretlemede kullanilan kimyasal miktarlari

Test DNA (pembe) Referans DNA (kirmiz1)
Cy3 40ul Cys5 soliisyonu | 40ul
sollisyonu
Test DNA 500ng(6rn;7,1ul) | Referans DNA | 500ng(6rn;2,07ul)
LHC-1 2ul LHC-2 2ul
dH*0 30,9ul dH’0 35,93
Toplam 80ul Toplam 80ul

Sonrasinda uygulanan asamalar ;

a) Ilk asamada gosterildigi gibi hazirlanan drnekler PCR cihazinda +98°C°de 10dk

boyunca denatiire edilir.
b) Ardindan kuru buz iizerinde 2 dk karanlikta bekletilir.

c) Isaretleme (labelling mix) soliisyonu hazirlanir. Soliisyon igerisinde bir 6rnek

icin 10ul ANTP mix, 8ul dH20 ve 2ul Klenow fragment bulunur.
d) 2dk siire sonunda 6rneklere 20ul isaretleme soliisyonundan eklenir.
e) Tipler hizlica santrifiijlenir.
f) Ornekler PCR cihazinda +37°C de 2 saat bekletilir.

g) Sire sonunda Orneklere stop soliisyonundan 21,5ul eklenir, vortekslenip

santrifiij edilerek reaksiyon durdurulur.

h) Ornekler (toplam &rnek miktar1 121,5pl), icinde 110pl isopropanol igeren
1,5mD’lik tiipe aktarilir. (Toplam 6rnek miktar1 231,5pul) tekrar vortekslenir.

i) Ornekler karanlikta +15-+25 °C(oda sicakliginda) arasinda 10dk inkiibe edilir.

J) 12,000rcf’de 10dk santrifiij edilir ve mikro pipet ile slipernatanat atilir. Elde
edilen pelletlerin rengi, test DNA’s1(Cy3) i¢in pembe, referans DNA’s1(Cy5)

i¢in mavi olmalidir.
k) Pelletler 500ul %80°lik -20°C’de bulunan soguk etanol ile yikanr.

[) 12.000rcf’de 2dk santrifiij edilir ve siipernatant atilir.
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m) Tiipler DNA Vacuum Concentrator cihazina agizlar1 agik bir sekilde dengeli

olarak yerlestirilir. Orta 1s1da yaklasik 3dk karanlikta pelletler kurutulur.
n) Pelletler 25ul dH2O ile sulandirilir.

0) Konsantrasyonlara dayanarak, son miktarlar1 esit olacak sekilde hibridizasyon
icin gerekli test 6rnegi ve referans 6rneginin hacimleri hesaplanir. Bunun igin
nanodropta Ol¢iim  yapilir. Test DNA’simin(6rn;4,7ng/pl) ve referans
DNA’sinin (4,2ng/ul) konstrasyonu olciiliir. Ideal konstrasyon miktar: 3000-
6000ng/ul arasinda olmalidir. 1,5ug/ul altinda ise degrade veya kontaminasyon

olabilir.
p) Test(6rnegin;31/4.7=6,6ul) ve referans(ornegin;31/4.2=7,4ul) 6rnekleri 1,5 ml
ependorf tiipiinde birlestirilir.
3.2.2.2.2. Hibridizasyon Asamasi
3.2.2.2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

a) Master miks hibridizasyon sollisyonu hazirlanir. Her 6rnege hibridizasyon

soliisyonu eklenir.

b) Yeni 0,5ul’lik PCR tiiplerine 6rnekler konulup daha 6nceden PCR cihazinda
+95°C’ de 5 dakika boyunca inkiibe edilir.

c) Tipler PCR cihazinda 42° de slaytlara yiikleninceye kadar bekletilir.
3.2.2.2.2.2. Hibridizasyon
a) Hibridizasyon firin1 42 dereceye ayarlanir

b) Master mix hibridizasyon soliisyonu hazirlanir. Her 6rnege eklenir.

2X hybridization buffer 35ul
Hybridization component A 14ul
Aligment oligo 1,4ul

Bir 6rnek i¢in kullanilan miktar ~ 14.4pl
¢) Tiipler yaklasik 15sn vortekslenir ve santrifiijlenir.

d) Yeni 0,5ul’lik PCR tiiplerine Ornekler konulur. Daha oOnceden hazirlanan
programda PCR cihazinda +95°C’ de 5 dakika boyunca inkiibe edilir.

e) Vortekslenir ve kisa santrifiij edilir.
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f) Tipler PCR cihazinda 42° de 6rnek yiikleme hazir oluncaya kadar bekletilir.
ve Ornekler slaytlara yiiklenir.

g) 40 saat (yaklasik 2 gece) hibridizasyona birakilir.

3.2.2.2.3. Hidridizasyon Sonrasi Yikama

Yikamalar i¢in asagidaki diizenek hazirlanir. Uygun bicimde hazirlanan

kiivetlerde daldirip ¢ikarma yontemiyle slaytlar yikanir.

1. kiivet 2. kiivet 3. kiivet 4. kiivet
270ml 42°C dH20 270ml dH20 270ml dH20 270ml dH20
30ml 42°C Washl 30ml Washl 30ml Wash2 30ml Wash3

30u1 -20°C DDT 30ul -20°C DOT 30ul -20°C DDT 30ul -20°C DDT
300ml TOTAL 300ml TOTAL 300ml TOTAL

2dk 1dk 15sn

3.2.2.2.3. Slayt Tarama

a) Oncelikle 40uM rezoliisyonda taranarak bir &n goriintiisii elde edilen slayt

ikinci agamada 2 uM rezoliisyonda taranarak final goriintii olusturulur.

3.2.2.2.4. Verilerin analizi

Caligma ve tarama sonrasinda elde edilen goriinti DEVA adli bir yazilim
kullanilarak analizlerin yapilacagt ana yazillm olan NEXUS programinin

kullanabilecegi dosya formatina ¢evirilir.

NEXUS programinin ilk agilisindaki arayiizii asagidaki gibidir.

M Nexus el S

File NexusDB Help

CREATE A r OPEN EXISTING
NEW-PROJECT PROJECT

NEXUS COPY NUMBER
on

QUICKSTART GUIDE v BIODISCOVERY.COM

Ready

Sekil 3.1: NEXUS program arayiizii
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Yikleme yaptiktan sonra karsimiza Ornegin Kkalitesi ve meydana gelen

duplikasyon/delesyonlar hakkinda bilgi veren bir pencere agilir.

Sample Mame 24 2012-04-06T121718_data_summary
Status Processed

Quality 0.06
One copy gain™ 2
Two or more copy gain™ a
One copy loss™ a
Two copy loss™ 1]
Total CN aberrations® 2
Manually Altered

Discarded % 0.11

Sekil 3.2: Ornekteki degisimler ve kalite hakkinda bilgi veren NEXUS program

arayiizii

b) Whole Genome imlecinden bir grafik olarak tiim genomda problarin baglanma

diizey ve kalitesini gorebiliriz.

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X ¥
Sekil 3.3: NEXUS programinda analiz sonrasi tiim genom grafik goriintiisii

"Chromosome" imlecinden hangi kromozomu analiz etmek istiyorsak onu segip,
0 kromozoma ait degisimleri gorebiliriz. Ayrica bolgelerin iizerine gelerek

acilan imlecden ¢esitli veritabanlarina baglanabiliriz.



57

sample Info | Overview | Whale Genome | Chromosome | Summary |

cvomosome [+ | # (@)l & & B | 2 [ & || §4|[ search: riis 213,3116,001,122 [ ]
— T——— - w —— =)
— - - — == )
1S 1S oe= coomen s
Genes
= nesa '
Exons
o o - n = =
. Co L ! " Vo
s0
.25
00
178
150
125 -
1.50
175
.00
.25
50 - : : - - - : : - - - :
0 20Mb oMb oMb 80Mb 100Mb 120Mb 140Mb 1605 1801 2001 201 2401
e
Include Chromosome Region / Event Length Cytoband %4 of OV Overlap Probe Median Probes

Johr+-5,282,378-5,363,045. cl 680,668][p36.32 -p36.31

5, 747,997-3,965, 157 chGan 218,201 [p22.33 5.0 0.0 ]

[ select ][ beleteRegons |[ Modfyvien ][ Exort™cd |

Sekil 3.4: NEXUS programinda analiz sonrasi tek bir kromozomun genel goriintiisii

Yukardaki sekilde goriildiigii gibi mavi ile isaretli satirda, kromozom bdlgesini
gosteren siituna tiklandiginda asagidaki gibi genleri ve CNV bolgelerini gosteren bir
pencere agilmaktadir. Buradan genler hakkinda bilgi edinilirken, ayn1 zamanda genler

ve saptanan CNV’ler i¢in yapilan ¢aligmalarin yayin listesi ¢ikmaktadir.
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4. BULGULAR

Postnatal 21 olgu ve prenatal 13 olguya ait klinik, sitogenetik, FISH ve a-CGH
sonuglar1 ayr1 ayrt sunuldu. Bu olgu sunumlari asagidaki bilgi ve sonuglart

icermektedir;

e Olguya ait Demografik Bilgiler; Dogum tarihi (D.T.), dogumda anne ve
babanin yas1, akrabalik olup olmadigi (+/-)

e Olgunun Pozitif bulgulari; Aile ve gebelik Oykiisii, fizik muayene ve

laboratuvar sonuglari
e Kromozom analiz endikasyonu
e Kromozom analiz sonucu
¢ FISH sonucu
¢ A-CGH sonucu*
e Gen listesi**

e Ek molekiiler testler

* Saptanan degisimin ISCN’e gore sonucu delesyon ise kirmizi, duplikasyon ise mavi,

kirik noktalarindan bagimsiz bir anomali ise renkte yazildi.
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Olgu 1;
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Demografik
Bilgiler

Olgu 1

Pozitif bulgular

D.T.: 19.02.2001
Anne yast: 28
Baba yast: 25
G3P2Abl
Akrabalik: -

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR

A/T:Kraniyosinoztoz

e Neonatal donemde viicutta 6dem (15.
giinden sonra kaybolmus)

¢ Hipoglisemi

e Kriptorsidizm

e Dismorfizm (ileri derecede belirgin
frontal, belirgin hipertelorizm, basik
burun koki, diiz filtrum, yiiksek ve dar
damak, mikroretrognati, diisiik ense
sag ¢izgisi)

e Sakral bolgede mongol lekesi

¢ Kisa- yele boyun

¢ Bol deri varligt

¢ Annede plagiosefali (BC: 61 cm)

e Kranyal BT’de hipomiyelinizasyon,

subaraknoid genisleme saptanmasi

e Minimal nonspesifik MR

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XY,1(4;10)(g25;922.1)dn

arr(1-22)x2,(XY)x1 (normal)

TS kgt
AR

Sekil 4.1.: Olgu 1'e ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 2;
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Demografik

Bilgiler

Olgu 2 Pozitif bulgular

D.T.: 02.02.1999
Anne yast: 43
Baba yas1: 46
G5P5

Akrabalik: -

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR

e fleri anne yas1

e Takipsiz gebelik, dogumda oksijensiz kalma Oykiisii, 9 aylikken atesli
bir hastalik nedeniyle hastaneye yatirilma

e Noromotor retardasyon

« 3 y1l antiepileptik kullanma Sykiisii

e Biiylime gelisme geriligi (BGG)

o Mikrosefali

e Fasial dismorfizm (bilateral epikantus, hipertelorizm, hafif yukar
cekik palpebral fissiirler, belirgin burun kokii, tubuler burun yapisi,
kiiciik agiz, ince iist dudak, belirgin antiheliks, artmis heliks kivrimi,
kare kulak yapisi, diglerde yerlesim anomalisi)

e Kas iskelet sistemi bulgulart (hafif pektus ekskavatum, bilateral
kubitus valgus, her iki elde besinci parmak klinodaktilisi, sol el igi
cizgilerinde diizensizlik, sol ayakta pes kavus)

e Yumusak deri

e Kraniyal MR’da supratentoryal ventrikiiler sistemlerde hafif-orta

dereceli hidrosefalik dilatasyon

Konvensiyonel sitogenetik

FISH

46,XX,inv(1)(g25.1g32.2?)dn

.ish22q11.2(DGCRx2), (wcpl+,IEB108+,160H23+)
Kullanilan problar: DG sendromuna 6zgiin prob, 1. kromozomun p ve

q kollarina 6zgii subtelomerik problar

A-CGH sonucu

Degisimin Genler
biiyiikliigii/

Gen sayis1

.arrlg23.3g24.2
(161.969.134-169,579,696)x1

Anne-baba a-CGH normal

DDR2, HSD17B7, RGS4, RGS5, NUF2,
PBX1, LMX1A, RXRG, LRRC52, MGSTS3,
ALDH9A1, TMCO1, UCK2, FAM78B,
7,610 kb delesyon/ FMO9P, POGK, TADA1, ILDR2, MAEL,
53 gen GPA33, DUSP27, POU2F1, CD247,
CREG1, RCSD1, MPZL1, ADCY10, MPC2,
DCAF6, GPR161, TIPRL, SFT2D2, TBX19,
XCL2, XCL1, DPT, NME7, BLZF1, SELP
miRNA  genleri: MIR3658, MIR921,
MIR557




Sekil 4.2: Olgu 2'ye ait parsiyel karyotip goriintiisii
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Sample Info | Overview | Whole Genome | Chromosome | Summary
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Sekil 4.3: Olgu 2'ye ait saptanan delesyonun a-CGH goriintiisii




Olgu 3;
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Demografik

Bilgiler

Olgu 3

Pozitif bulgular

D.T.: 24.04.2004
Anne yags1: 24
Baba yas1: 34
G1P1

Akrabalik: =

Kromozom

Endikasyonu

Analiz

MKA/MR

e Makat gelis nedeniyle seksio ile

dogum

o Sinirda SGA

e Dogdugunda 3-4. parmak
sindaktilisi ve aralarinda

mezoaksiyel yerlesimli aksesuar
parmak yapisi. Sagda ikinci parmak
duplike ve aksesuar parmak ile
parsiyel kutandz sindaktili, sag elde
hiperekstansiyon

¢ Hipotoni

e PSMG

o Iki kez febril konviilziyon dykiisii,

o Mikrosefali

e Minimal dismorfik bulgular

(bilateral epikantus, mavi sklera,
asag1 cekik palpebral fissiirler,
belirgin kirpikler, hafif diizlesmis
filtrum, smirda disiik kulaklar,
ellerde bilateral hokey cizgisi, sol
elde 3-4 fleksiyon ¢izgileri silik)

o Norolojik muayenede gbz kontagi
ve takibinin olmamasi

Konvensiyonel sitogenetik

FISH

46,XY,1(8;13)(q24.13;921.2),
ins(2)(p16.2933.29g22.2)dn

(wep2+, wep8+, wepl3+, DJ892G20+, DJ1011017+)
Kullanilan problar: 2, 13 ve 18. kromozomlar i¢in arm
spesifik boyama problari, 2. kromozomun p ve q

kollarina 6zgii subtelomerik problar

A-CGH sonucu

Degisimin biiyiikliigii Genler

/Gen sayis1

.arr2922.3(146,786,756- 147,305,733)x1, 519 kb delesyon Tanimlanmis gen yok
2036.1036.3(225,194,194,399-228,263,782)x1 | 3069 kb delesyon/ FAM124B, CUL3, DOCK10,
11 gen NYAP2, MIR5702, IRS1,
RHBDD1,COL4A4,COL4A3

Anne-baba A-CGH normal

MFF, TM4SF20
mMiRNA genleri: MIR4439,
MIR548AR, MIR5702
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Sekil 4.4: Olgu 3'e ait parsiyel karyotip sonuglar1 a) 2. kromozomdaki insersiyon, b) 8q ve

13q arasinda resiprokal translokasyon
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Sekil 4.5: Olgu 3'e ait ait saptanan delesyonun a-CGH goriintiisii



Olgu 4;
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Olgu 4

Demografik
Bilgiler

Pozitif bulgular

D.T.: 10.09.2008
Anne yags1: 24
Baba yas1: 32
G3P2C1

Akrabalik: =

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR

o Anal stenoz (iki kez dilatasyon)

o Bilateral inguinal herni (opere)

e Dismorfik bulgular (frontal bossing, kaslar
seyrek, uzun filtrum (2cm), mikrognati,
dolgun yanaklar, antevert burun delikleri,
yiiksek damak, hipertelorizm, gozler
belirgin ve parlak)

o Makrosefali

o Derin el ¢izgileri, belirgin parmak yariklar

o Kisa parmaklar, ve 5. parmakta klinodaktili

e PSMG

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XY,1(5;17)(912.2;921.33)dn

arr (1-22)x2, (XY)x1

)

17

Sekil 4.6: Olgu 4'e ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 5;
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Demografik Olgu 5
Bilgiler

Pozitif bulgular

D.T.: 05.02.1998

e PSMG
o Alopesi

¢ Hiperpigmentasyon

Anne yas1: 39
Baba yas1: 46
GI9P6A3C4

yerlesimli, malar

Akrabalik: =

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR

hafif kiigiik)

e Sternum  iizerinde
lezyon

e Trakeostomi

bitemporal basiklik,

e Dismorfik bulgular (hipertelorizm, gozler derin

hipoplazi, belirgin kulaklar,

uzun yiiz, alin kisa, kisa filtrum,

belirgin ¢ene, yliksek damak, eksik digler, sag goz

e Parmak yastik¢iklar belirgin, bilateral palenter ¢izgi
o Bilateral kubitus valgus

o Bilateral meme ¢izgisi lizerinde aksesuar meme bast

hiperpigmente vertikal-linear

Konvensiyonel sitogenetik

46,XY,inv(3)(p13p25),t(11;18)(p13.5;g12.2)dn

A-CGH sonucu

Degisimin biiyiikliigii Genler

/Gen sayis1

.arr 4g13.3 (71,013,108-72,174,576) x1,

1161 kb delesyon/
19 gen

UGT2B17, ODAM, FDCSP,
CSN3, CABS1, SMR3A, SMR3B,
PROL1 ,MUC7, AMTN, AMBN,
ENAM, 1GJ, UTP3, RUFY3,
GRSF1, MOB1B, DCK, SLC4A4
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4q13.3921.2(73,373,677-76,306,815)x1

2933 kb delesyon/
32 gen

ADAMTS3,COX18,ANKRD17,

ALB ,AFP, AFM, RASSF6, IL8,
CXCL6, PF4V1, CXCL1, PF4,
PPBP, CXCLS5, CXCL3,

Anne baba A-CGH normal

PPBPP2, CXCL2, MTHFDZ2L,
EPGN, EREG, AREG, BTC,
PARM1, RCHY1, THAPS,
CDKL2, G3BP2, USO1, PPEF2,
NAAA, SDAD1, MTNR1A

§
TR,

%
3

Y

Jige iUy

11

¢

18

Sekil 4.7.: Olgu 5'e ait parsiyel karyotip goriintiisii
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Sekil 4.8: Olgu S'e ait saptanan delesyonlarin a-CGH goriintiisii




Olgu 6;

67

Demografik Olgu 6
Bilgiler

Pozitif bulgular

D.T.: 18.05.2008
Anne yagi: 22
Baba yas1: 26
G2P2

Akrabalik: =

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR
A/IT:WAGR

Sendromu

o Kalpte tifiirim

o Bilateral aniridi

e Mikropenis ve kriptorsidi

o Alt ekstremitelerde hipertoni

Konvensiyonel sitogenetik

46,XY 1(3;15;21)(p13;021.2;q22.3),t(4;16)(g31;p31.1)dn

A-CGH sonucu

Degisimin biiyiikliigii/

Gen sayisi

Genler

.arr 11p14.13(30,031,595-33,045,209)x1

2511 kb delesyon/
15 gen

*ARL14EP,MPPED2, DCDCS5,

DCDC1, DNAJC24, IMMPIL,
ELP4, PAX6, DKFZp686K1684,
RCN1, U3, WTL1, WTL-AS,
EIF3M, CCDC73

emi RNA: Mir_633




| s)
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Sekil 4.9: Olgu 6'ya ait karyotip goriintiisii
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Sekil 4.10: Olgu 6'ya ait saptanan delesyonun a-CGH goriintiisii



Olgu 7;
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Demografik Olgu 7
Bilgiler

Pozitif bulgular

D.T.: 17.01.2011
Anne yags1: 24
Baba yas1: 28
G2pP2
Akrabalik: -

Kromozom Analiz

Endikasyonu

o Mikrosefali

e Distrofinopati ile uyumlu kas biyopsi
bulgular1

e EMG'de yaygin miyojen tutulum

e EEG'de santral- frontal bdlgede belirgin
keskin dalga aktivitesi

¢ 1,5 yaginda baglayan yiiriimede sik sik
disme ve oturunca  kalkamama,

merdiven ¢ikamama 6ykiisii

MKA/MR * PSMG
(DMD, mikrosefali, PSMG)

Konvensiyonel sitogenetik

46,X,t(X;13;17)(p21;913;922)dn

A-CGH Molekiiler test

arr (1-22,X)x2,

DMD igin MLPA ile del/dup ¢alismasi normal

Sekil 4.11: Olgu 7'ye ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 8;
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Demografik Olgu 8
Bilgiler

D.T.: 27.09.2004
Anne yags1: 36
Baba yas1: 40
G2pP2

Akrabalik: +

Kromozom Analiz

Endikasyonu

Non-spesifik MR

Pozitif bulgular

¢ SGA

e PSMG

kontag1

posterior

e 1,5 derece kuzen evliligi
e idiyopatik infertilite
o IVF gebelik

o Stereotipik el hareketleri ve kisa siireli goz

o Bilateral hokey ¢izgisi

e Patolojik MR bulgulart (periferik BOS
mesafesinde bening eksternal hidrosefali ile
uyumlu genisleme, korpuz kallozum korpus

ve genu kesiminde, internal kapsiiliin

limbinde, optik radiatio’da

myelinizasyon yasa gore geri (4 aylik))
e EKG’de atrial septumda foramen ovale ile

uyumlu 5 mmlik bir defekt ve sol-sag sant

Konvensiyonel sitogenetik

46,XY,1(4;10)(g34.2;926.2)dn

A-CGH sonucu

Degisimin bityiikliigii

/Gen sayis1

Genler

4934 q34.1 (171.782.657-172.798.553)x1

1016 kb delesyon/
2 gen

LOC100506122, GALNTL6

10g26.3 (130.669.231-132.067.023)x3,

1398 kb duplikasyon/
5gen

MGMT, EBF3, LOC387723,
CTAGE7P, GLRX3
MiRNA geni: MIR4297
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10426.3

INPP5A, NKX6-2,  TTC40,
(134.424.882-135.534.747)x3 1110 kb duplikasyon/ GPR123, KNDC1, UTF1,
28 gen VENTX, ADAMS8, TUBGCP2,

ZNF511, CALY, PRAP1, FUOM,

Anne- baba A-CGH normal

ECHS1, PAOX, MTGL,

SPRN, CYP2EL1, SYCE1
SPRNP1,FRG2B, DUX4,DUX2,
DUX4L7, DUXA4L2, DUXALS,
DUXALS, DUXAL6

:

Sekil 4.12.:0lgu 8'e ait parsiyel karyotip goriintiisii ve idiogram
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Sekil 4.13.: Olgu 8'e ait delesyonun a-CGH goriintiisii
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Sekil 4.14: Olgu 8'e ait duplikasyonun a-CGH goriintiisii
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Olgu 9;

73

Demografik

Bilgiler

Olgu 9

Pozitif bulgular

D.T.: 04.11.2011
Anne yags1: 34
Baba yas1: 34
G2P2Ab1

Akrabalik: =

Kalp anomalileri;

Kromozom

Endikasyonu

Analiz

KKH

o pulmoner kapak displazik,

o pulmoner arterde tiirbiilans,

o pulmoner kapakta darlik (¢ap1 3mm),
e post sitenotik dilatasyon,

o trikiispit regiirjitasyon,

e sol ventrikiil yetersizligi,

o sag ventrikiil kontraktilitesi,

e sag ventrikiil cidar1 hiperekojen,

e sag atrium sol atriumun iki katu.

Konvensiyonel sitogenetik

FISH

46,XY,der(3)(15qter->15qg22.3::3p11.2->3qter),
der(15)(15pter->15q22.3::3p26->3p11.2::3p26->3pter)dn

ish 22g11.2(D22S75x2/N85A3x2), 15q11.2

(SNRPNx2)

Kullanillan problar :

DG ve Prader Willi

sendromunlarina 6zgiin problar

A-CGH

arr (1-22)x2, (XY)x1

'

-

\
3 15

Sekil 4.15: Olgu 9'a ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 10;
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Demografik Bilgiler

Olgu 10

Pozitif bulgular

D.T.: 23.07.2003
Anne yast: 38
Baba yas1: 42

o ICSI gebelik, ikiz esi
¢ Postnatal donemde 10 giin yogun bakim, 45

giin kiivezde kalma 6ykdisii

o Minimal fasial dismorfizm (belirgin frontal ve

G1P2 ¢ Bas kontroliinde gecikme (4,5 ay),
Akrabalik: -

midfasiyal hipoplazi)
Kromozom Analiz

Endikasyonu

DMD/Female
AJT : Turner sendromu

A/T: UPD (DMD mutasyonu

tagtyan X kromozomu)

e Yiirirken  diisme, merdiven  ¢ikarken
zorlanma, Gowers bulgusu ve ordekvari
yiriiyis, st ekstremitede kas giicii : 4/5, alt
ekstremitede kas giicii 4/5, kas biyopsi sonucu
distrofinopati ile uyumlu kas bulgularr)

e Inferiorda pektus ekskavatum

o Hafif orta MR

Konvensiyonel sitogenetik

46,X,1(X;8;14)(8qter->8q11::Xp21->Xqter)(Xpter->Xp21::8p21.1->8q11::14g13)dn

A-CGH

Molekiiler test

arr (1-22,X)x2

DMD igin MLPA ile del/dup ¢alismasi normal

8 14 X

Sekil 4.16.:

Olgu 10'a ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 11 ;

75

Demografik Bilgiler

Olgu 11

Pozitif bulgular

D.T.: 01.02.2010
Anne yast: 23
Baba yasi: 25
G1P1

Akrabalik: -

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR

o ICSI gebelik

o Hiperbilirunemi nedeniyle 2 giin fototerapi

e PSMG

o Konviilziyon nedeniyle ila¢ tedavisi

e Dismorfizm (hafif seyrek saglar, temporal
bolgede aciklik, belirgin  metopik sutur,
bifrontal hafif darlik, hafif asag1 ¢ekik palpebral
fissiirler, epikantus inversus, kisa filtrum, hafif
belirgin vermillion ¢izgisi, dar ve yiiksek
damak, strabismus, bilateral ptozis, mavi
sklera)

¢ DIR ve indirekt 151k refleksi pozitif

o Pes planus

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH

46,XY,1(2;10)(q33.2;p12.32)dn

arr(1-22)x2, (XY)x1

D EE W RS

-
2

Sekil 4.17.: Olgu 11'e ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 12;

76

Demografik Olgu 12
Bilgiler

Pozitif bulgular

D.T.: 09.12.2005
Anne yasi: 27
Baba yas1: 30
G2pP2

Akrabalik: +

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR

o Uzak akraba evliligi

o Dayida el-ayak parmaklarinin yoklugu

® Yeni dogan déneminde hipotonisite

o Bilateral strabismus ve kalin lakrimal kanal

o Noromotor gelisme geriligi ve hafif MR

e Dismorfizm (kare seklinde ve dar alin, bir adet
frontal sa¢ diigiimii, hipertelorizm, epikantus,
belirgin burun koki, belirgin maksiler hipoplazisi,
kiigiik burun, antevert burun delikleri, prognatizm,
ince st dudak, kalin ve One cikik alt dudak,
hipoplastik uvula, bilateral hafif diigiik kulak)

e Mindr anomaliler: kalkan gdgiis, minimal pektus
ekskavatum, silik ve diizensiz el i¢i ¢izgileri, fetal
parmak yastik¢iklar

o Brakisefali

o Hipoplazik skrotum

Konvensiyonel sitogenetik

46,XY,t(1;18)(932.1;G23),t(5;12)(p14.2;921.2)dn

A-CGH sonucu

Degisimin biiyiiklugii/ Genler

Gen sayis1

5013.3-q14.1(74,571,645-77,654,540)x1

HMGCR, 1QGAP2, TBCA, F2R,
COL4A3BP, POLK, ZBED3,

2412 kb delesyon/ AGGF1, OTP, AP3B1, WDRA41,

24 gen PDESB,.....,HM358977, Mir_584,
SNORA47 ,NCRUPAR,
LOC728723

5014.3 (90,604,937-92,259,476)x1,

1604 kb delesyon/ ARRDC3,AK056485,

4 gen LOC100129716, AK091866
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5q15 (93,668,778-95,921,236)x1,

1944 kb delesyon/
16 gen

ELL2, GLRX, RFESD, SPATA9,
RHOBTB3, ..., ARSK, MCTPL,
FAM81B, TTC37, DQ590013,
MIR583, C5orf27

9p23p22.3(14,030,668-16,317,401)x1

2286 kb delesyon/
11 gen

PSIP1, C90rf93, NFIB, FREML1,
TTC39B, CER1, SNAPC3,
ZDHHC21,BX648501,
BC042022, AK127963

Comosome 5= | 3 E)&

R E

| & || & || Search: ‘du1:n-z49,zsa,sz1

Q133

ql4.1

w1 oom
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Sekil 4.19: Olgu 12'ye ait delesyon goriintiisii
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Sekil 4.20: Olgu 12'ye ait delesyon goriintiisii
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Olgu 13;

Demografik Olgu 13 Pozitif bulgular

Bilgiler

e Fasiyal dismorfizm (sol yarist1 hipoplazik
asimetrik yiiz, maksiller hipoplazi, asag1 ¢ekik
palpebral fissiirler, tringuler ve uzun yiz,
hipertelorizm,  strabismus, kisa  kaslar,
retrognati, kisa filtrum, belirgin burun kemeri,
hafif basik burun ucu, agiz komissiirleri asagi

D.T.: 08.03.2010
Anne yast: 24
Baba yas1: 25

G3P2Ab2 cekik, dar ve yliksek damak, mikrodonti, sinirda
diisiik ve geriye yerlesimli kulaklar, belirgin
Akrabalik: = antiheliks)
o Kisa boyun

e Yumusak ve kuru cilt

o Ellerde klinodaktili, ince parmaklar
 Bilateral PEV, talipes ekinovarus
o Hipoplazik klitoris

Kromozom Analiz

Endikasyonu

o Ssakral gamze
o Dis gicirdatma ve el 1sirma hareketleri
o Multiple renal taslar

MKA/MR o Kranial MR'da parsiyel CCA

Konvensiyonel sitogenetik

46,XX,t(11;13;18)(13pter->13qg22::11p13->11pter;13qter->13g22::11p13->11q924::18921-
>18qter;18pter->18g21::11g24->11qter)dn

A-CGH sonucu Degisimin biiyiikliigii | OMIM iliskili genler

/Gen sayis1

FANCF, LUZP2, LOC100500938,

11p14.3(22,454,510-24,688,718)x1, 2200 kb delesyon/ SVIP, GAS2

15 gen

18021.2921.32(48,286,848-58,934,492)x1,

10,6 Mb delesyon
35gen

TCF4, FECH, NEDDA4L, POLI,
TXNL1, MALT],.... LMAN1, MBD2,
MC4R, , U2, SNORA37, UG,
SNORA73, U3, BOD1P

21q11.2q21.1(15,598,880-18,332,856)x1

Anne baba A-CGH normal

2700 kb delesyon/
12 gen

NRIP1, RBM11, SAMSN1, USP25,
HSPA13, DM119543, MIR125B2,
LINC00478, MIRLET7C, MIR99A,
ABCC13, SNORD74
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Sekil 4.21: Olgu 13'e ait parsiyel karyotip goriintiisii ve idiyogram
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Sekil 4.22: Olgu 13'e ait 11.kromozomda saptanan delesyonun A-CGH goriintiisii
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Sekil 4.23: Olgu 13'e ait 18.kromozomda saptanan delesyonun A-CGH goriintiisii
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Sekil 4.24: Olgu 13'e ait 21. kromozomda saptanan delesyonun A-CGH goriintiisii
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Olgu 14;

Demografik Bilgiler Olgu 14 Pozitif bulgular

e 1,5 derece kuzen evliligi

D.T.: 07.12.1992 o Ailevi translokasyon tastyicilig

Anne yast: 33
Baba yast: 34

(Fenotipik olarak normal ayni

translokasyon i¢in tasiyici kardes ve baba)

G3P3 e MR
Akrabalik: + L o Hiperaktivite
o Belirgin kulaklar
Kromozom Analiz o Zayif goz kontagi, ara ara tekrarlayici

Endikasyonu konusma

o Ailede MR 6ykiisti (baba tarafinda)
MR

I Wy e saten

Molekiiler test

Konvensiyonel sitogenetik

Frajil - X testinde FMR1 geninin gl tekrar dizi
45,XY,der(13q;14q)pat sayilari normal sinirlarda

A-CGH

arr (1-22)x2, (XY)x1

b by LB
\ o

Jaxtx

o
H
w
=
N

ekil 4.25: Olgu 14'e ait parsiyel karyotip goriintiisii
g parsly




Olgu 15;

83

Demografik Olgu 15

Bilgiler

Pozitif bulgular

D.T.: 22.02.1993
Anne yast: 38
Baba yas1: 37
G5P3AB2

Akrabalik: =

Kromozom Analiz

Endikasyonu

e ileri anne yas1

e Ailevi inversiyon tastyiciligt (fenotipik
olarak normal baba)

o Seksio ile dogum, dogum tartis1 5000 gr

eBoy — tart1i ve BC > 97. persantil,
belirgin makrosefali

e Biiyiik kulak

o Bilateral kriptorsidi

o Kemik yasi ileri

¢ Belirgin obezite

e Ajitasyon
e MR
MKA/MR
A/T: PWS
AJT: Sotos Sendromu
Konvensiyonel sitogenetik Molekiiler test

46,XY ,parinv(12)(p13.3913.1)pat

Frajil - X testinde FMR1 geninin igli

tekrar dizi sayilar1 normal sinirlarda

A-CGH

arr (1-22)x2, (XY)x1

i 9§

12

Sekil 4.26: Olgu 15'e ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 16;

84

Demografik

Bilgiler

Olgu 16

Pozitif bulgular

D.T.: 10.12.1982
M.T: 11.04.1998
Anne yasi: 17
Baba yas1: 22
G5P4AB1
Akrabalik: +

Kromozom

Endikasyonu

Analiz

MKA/MR

e 3. derece kuzen evliligi

e Ayni klinik bulgulara sahip etkilenmis erkek
kardes ve teyze kiz1

e Kornea bulanikligi, mikroftalmi

e Agir motor gerilik

o Hafif mental gerilik

o Kaslarda atrofi

e Mikrosefali

e Bilateral hidronefroz

e Fasiyel dismorfizm (hipotelorizm, malar

hipoplazi, ince st dudak, belirgin ve biiyiik

kulaklar)

o Kriptorsi, diisiik testis voliimii, ge¢ puberte

Konvensiyonel sitogenetik

Molekiiler test

46,XY,t(6;19)(p11;p13.2)mat

Olgu'da etkilenmis erkek kardesi ve 1. derece
kuzeninde
sendromu (OPPG)
dizi analizinde;

birlesik heterozigot ¢.43 _60del/ Ex14 16del

Osteoporozis-psédo glikom

ile iligkili LRP5 geninin

mutasyonu ,
olgunun annesinde, heterozigot c.43_60del |,
Ex14_16del

babasinda, heterozigot

mutasyonlar1 saptandi.

A-CGH

arr (1-22)x2, (XY)x1

%

‘Uyyan -

19

Sekil 4.27: Olgu 16’ya ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 17;

85

Demografik

Bilgiler

Olgu 17

Pozitif bulgular

D.T.: 04.04.1996
Anne yags1: 32
Baba yast: 42
G1P1

Akrabalik: +

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR

® 1,5 derece kuzen evliligi

e Ailevi inversiyon tastyiciligi (fenotipik
olarak normal tastyici anne)

® BGG (tiim 6l¢timler 3p)

o Mikrosefali

e Dismorfizm (genis burun kokii, biiylk
kulaklar)

o Ellerde klinodaktili

o El bilegi grafisinde 1-5 metakarpta
displazi

o Eklemlerde hiperekstansibilite

e PSMG

Konvensiyonel sitogenetik

Molekiiler test

46,XY , inv(12)(pllgld4)mat

Frajil - testinde FMR1 geninin tiglii tekrar

dizi sayilart normal sinirlarda

A-CGH

arr (1-22)x2, (XY)x1

4
<

Sekil 4.28: Olgu 17'ye ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 18;

86

Demografik
Bilgiler

Olgu 18

Pozitif bulgular

D.T.: 06.03.1989
Anne yast: 33
Baba yas1: 30
G8P7A1
Akrabalik: +

Kromozom
Endikasyonu

Analiz

o 2. derece kuzen evliligi

e Ailevi inversiyon tastyiciligr (fenotipik
olarak normal tagiyict anne)

o Pektus ekscavatus

o Lomber lordoz

o Pulmoner stenoz ve yetmezlik

o Sag kriptorsidi

o Sol ektopik testis

o Mikropenis

o Artmus cilt elastikiyeti

e Sol  proksimal  femurda  kortekse

yerlesimli, korteksi ekspanse eden litik

MKA lezyon
Tani: Noonan sendromu
Konvensiyonel sitogenetik Molekiiler test

46,XY , parinv(12)(q21.2924.1)mat

RAF1, KRAS, SHOC2, SOS1 dizi analizleri

SOS1 ¢.1656G>A heterozigot mutasyon

A-CGH

arr (1-22)x2, (XY)x1

i

12

Sekil 4.29: Olgu 18'ye ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 19;

87

Demografik

Bilgiler

Olgu 19 Pozitif bulgular

D.T.: 26.06.2001
Anne yagst: 31
Baba yast: 36
G2P2A0
Akrabalik: +

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MKA/MR
A/T: Lizensefali 1

e 1. derece kuzen evliligi

e ailevi translokasyon tasiyiciligi (fenotipik olarak normal tasiyici anne)
e dogumdan 5 giin sonra eks olan MK A'l1 kardes oykiisii

e mikrosefali

o diisiik kulak

o dar alin

o klinodaktili

o lizensefali 1 ile uyumlu kranial BT

Konvensiyonel sitogenetik

FISH

46,XX,t(3;4)(p22;926)mat

MD/SMS Normal

Kullanilan problar: Miller Dicker ve Smith

Magenis sendromlarina 6zgiin prob

A-CGH

arr (1-22,X)x2

Sekil 4.30: Olgu 19'a ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 20;

88

Demografik Olgu 20 Pozitif bulgular

Bilgiler

D.T.: 16.01.2014
Anne yast: 23
Baba yasi: 30
G1P1

Akrabalik: +

(1,5° kuzen)

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MR

A/T: PWS/ AS

e 1,5 derece kuzen evliligi

o Ailevi translokasyon tastyiciligi (fenotipik olarak normal tagiyici anne)
o Dismorfizm (diizlesmis kulak heliskleri, dolgun yanaklar)

e KKH

o sag bobrek agenezi, sol bobrek boyutunda artis

¢ sagda inmemis testis, sol testis inguinal kanalda

e anal atrezi

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

45,XY,der (13;14)(q10;910)mat arr(1-22)x2,(XY)x1

i:'

A 1 1

- ] ‘

- B -

L ‘
L

13 14

Sekil 4.31: Olgu 20'ye ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 21;

89

Demografik
Bilgiler

Olgu 21

Pozitif bulgular

D.T.: 01.04.1998
Anne yags1: 32
Baba yas1: 33
G2pP2

Akrabalik: =

Kromozom Analiz

Endikasyonu

MR
A/T: PWS/ AS

e Ailevi kalitim? (Anne, kardes ve babanin iki
kardesi normal, baba ex)

e Oykiide hipotoni ve beslenme sorunu

e PSMG

o Santral obezite, asir1 yemek yeme istegi

e Yiirime bozuklugu (ayaklar1 disar1 agarak
ataksik  ylirime, yiiriitken  dengesini

saglamakta zorluk)

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XX,1(6;9)(g25.1;32)dn

arr (1-22,X)x2

Sekil 4.32: Olgu 21' ait parsiyel karyotip goriintiisii




4.2. PRENATAL OLGU SUNUMLARI

Olgu 22;

90

Demografik

Bilgiler

Patolojik ultrason bulgulari

Anne yas1:38
Baba yasi: 42
G2P2

Gebelik haftas1:24

Akrabalik: =

NT :5mm

Kromozom Analiz

Endikasyonu

Uygulanan girisim

Materyal

PAT-USG (artmig NT)
AY(38)

2'l testte artmig
risk(1/145)

ICSI gebelik

CVsS

Trofoblast dokusundan

ornegi

izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

1(2;4)(p23;931.1)dn

arr (1-22,X)x2

N
4

Sekil 4.33: Olgu 22'ye ait parsiyel karyotip




Olgu 23

91

Demografik Bilgiler

Patolojik ultrason bulgular:

Anne yasi: 30
Baba yasi: 41
G5P1

Gebelik haftasi: 33

¢ IUGR
e Siipheli genitalya

o mikropenis

o ¢l ve ayak deformitesi (club hand, club foot)

e burun kokii basik

Akrabalik: =

o konjenital katarakt

o kalpte sol atrial genisleme

o biiyiik damar ¢ikislarinda transpozisyonu
Kromozom Analiz | Uygulanan girisim Materyal

Endikasyonu

PAT-USG

KS

Fetal kandan izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XY,t(1;9;11)(1pter->1g43::9p22.2-
>Opter;1lpter->11p11.22::9p21->9qter)dn

arr(1-22)x2,(XY)x1

(3

9

&
'

Sl A

[

11

Sekil 4.34: Olgu 23'e ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 24;

92

Demografik

Bilgiler

Patolojik ultrason bulgular:

Anne yasi: 28
Baba yas1: 29

Gl

Gebelik haftasi: 21

Akrabalik: =

o Batinda kist (mezanter kisti)

o polihidroamniyos

Kromozom Analiz

Endikasyonu

Uygulanan girisim

Materyal

PAT-USG

AS

Amniyotik sivi1 kiiltiiriinden izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

46,XY,t(10;16)(g23.2;g13)dn

A-CGH sonucu Degisimin biiyiikliigii OMIM iliskili genler
(Gen sayis1)
10g23.1 (86.441.275-87.680.071)x1 1269 kb delesyon GRID1, 7SK, AX746544,
(6 gen) LOC100507470,
AK097624, Mir_544

L Reyd
~$eWTmD

0

21D
53

16

Sekil 4.35: Olgu 24'e ait parsiyel karyotip goriintiisii
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Sekil 4.36: Olgu 24'e ait 10. kromozomda saptanan delesyonun a-CGH gériintiisii



Olgu 25;

94

Demografik Bilgiler

Patolojik ultrason bulgular:

Anne yagi: 32
Baba yast: 35
G5P1

Gebelik haftasi: 24

Akrabalik: =

o dilate intestin
e EIF

Kromozom

Endikasyonu

Analiz

Uygulanan girisim

Materyal

PAT-USG

AS

Amniyotik sivi kiiltiiriinden izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XX,t(7;12)(936;q15)dn

arr(1-22,X)x2

-

e g3

\I
e &

A

A

("1

12

Sekil 4.37: Olgu 25'e ait parsiyel karyotip goriintiisii
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Olgu 26;

Demografik Bilgiler Patolojik ultrason bulgular:

Anne yasi: 42 o Koroid pleksus kisti

Baba yasi: 45 e Talamus iizerinde interhemisferik kist
G2Abl1C1

Gebelik haftasi: 17

Akrabalik: =

Kromozom Analiz | Uygulanan girisim

Endikasyonu

Materyal

AY (42°%) AS

PAT-USG

Amniyotik sivi1 kiiltiiriinden izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XY,1(2;3)(g31.2;927.32)dn

arr(1-22)x2,(XY)x1

T ST Uar g
s P T 923y

- 3
<>

-+

{
4

Sekil 4.38: Olgu 26'ya ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 27,

96

Demografik Patolojik ultrason bulgular:

Bilgiler

Anne yast: 40 o Koroid pleksus kisti

Baba yasi1: 42
G3P1ADb1C1

Gebelik haftast: 19 izlem:Fetus, 38.GH'da seksio ile saglikli bir kiz ¢ocugu olarak dogmustur.

Akrabalik: =

Kromozom Analiz | Uygulanan girisim

Endikasyonu

Materyal

PAT-USG AS

Amniyotik sivi1 kiiltiiriinden izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

46,XX,t(3;16)(p21.3g11)dn

A-CGH sonucu

Degisimin biiyiikliigii

/Gen sayis1

Genler

16p11.2(28,220,816-33,816,801)x3 mat

5596 kb duplikasyon/
126 gen

KIF22,PYCARD,
PHKG2,ITGAM, MAPKS3,
NFATC2IP,ZG16,
CD2BP2,SULT1AS,
ITGAL, TRIM72, PYDC1,
peereene s APOBR,SLX1B,
AK097453, AK097527,
LOC440356, BC039500

:
L
A

?5
R

16

Sekil 4.39: Olgu 27'ye ait parsiyel karyotip goriintiisii
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Sekil 4.40: Olgu 27'ye ait duplikasyonun a-CGH goriintiisii
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Sekil 4.41: Olgu 27'nin annenin a-CGH sonucu ile karsilastirilmasi




Olgu 28;

98

Demografik

Bilgiler

Patolojik ultrason bulgular:

Anne yast: 37
Baba yasi: 44
GlC1

Gebelik haftasi:23

Akrabalik: =

e Situs inversus totalis

o KKH

Kromozom Analiz

Endikasyonu

Uygulanan girisim

Materyal

PAT-USG

AY(3611/12)

KS

Fetal kandan izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XY,inv(12)(p11.23g15)mat

arr(1-22)x2,(XY)x1

v
g

12

Sekil 4.42: Olgu 28'e ait parsiyel karyotip goriintiisii
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Olgu 29;
Demografik Patolojik ultrason bulgular:
Bilgiler
Anne yasi: 26 Monokoryonik diamniyotik ikiz eslerinden birinde
Baba yas1: 29 ¢ Anhidroamniyos
Gic2 o Larinks atrezisi
Gebelik haftasi:22 « Bilateral renal agenezi
Akrabalik: = ¢ Batinda asit
e TUA
o Alt ekstremite yoklugu/hipoplazisi
o Siipheli genitalya
izlem:
Gebelik, 35. gebelik haftasinda IUMF ile sonuglandi.
Fetus degerlendirilmesinde; Laringeal atrezi, agir displastik pelvis, alt
ekstremitelerde agir-asimetrik rediiksiyon defekti, dis genital yoklugu ve
sakral agenezi saptandi.
A/T: Alt mezodermal defektler
A/T: WNT sinyal yolagi ile iligkili fenotipler
Kromozom Analiz | Uygulanan girisim Materyal
Endikasyonu
PAT-USG AS Amniyotik sivi kiiltiiriinden izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XX,inv(7)(q11.2932?)mat

arr(1-22,X)x2

Sekil 4.43: Olgu 29'a ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 30;

100

Demografik

Bilgiler

Patolojik ultrason bulgulari

Anne yags1: 26
Baba yasi: 29

izlem:

o Asimetrik ventrikiilomegali

G2pPiC1 Olgu 39. GH'da seksio ile saglikli dogdu.
Gebelik haftasi:24

Akrabalik: =

Kromozom Analiz | Uygulanan girisim Materyal

Endikasyonu

PAT-USG

AS

Amniyotik siv1 kiiltiiriinden izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XY,1(15;17)(q24.1;921.3)pat

arr(1-22,X)x1, (XY)x1

4
*
y
¢
15

0‘ -
-~ 8
~ L WY
Tee -~
e 15

&N

1

Sekil 4.44: Olgu 30'a ait parsiyel karyotip goriintiileri
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Olgu 31;

Demografik Patolojik ultrason bulgular:

Bilgiler

Anne yagst: 27 o Bilateral PEV

Baba yas1: 28 ¢ Amniyotik band sekansi

G1C1

Gebelik haftas1:22

Akrabalik: =

Kromozom Analiz | Uygulanan girisim Materyal
Endikasyonu

PAT-USG KS Fetal kandan izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XY,1(11;15)(q13.3;925)pat

arr(1-22)x2,(XY)x1

g
’e

1"

Sekil 4.45: Olgu 31'e ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 32;

102

Demografik

Bilgiler

Patolojik ultrason bulgular:

Anne yast: 25

e Ailevi inversiyon tastyiciligi (fenotipik olarak normal tasiyici baba)

Baba yasi: 29 e asit
G6P5AD0 « polihidroamniyos
Gebelik haftas1:22 o IUMF
Akrabalik: = o artmus kardiyotorasik indeks
e kalin plasenta
Kromozom Analiz | Uygulanan girisim Materyal

Endikasyonu

PAT-USG

KS

Fetal kandan izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XX,inv(6)(g21.2926)pat

arr(1-22,X)x2

Thgme ©
QI

ekil 4.46: Olgu 32'ye ait parsiyel karyotip goriintiisii
g y parsiy
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Olgu 33;

Demografik Patolojik ultrason bulgular:

Bilgiler

Anne yasi: 30 e TUA

Baba yas1: 39 e HEI (Grade I)

Gl e Artmus kardiyotorasik indeks

Gebelik haftas1:25

Akrabalik: T

(3° kuzen)

Kromozom Analiz | Uygulanan girisim Materyal
Endikasyonu

PAT-USG CvVsS Koryonik villus dokusundan izole edilen DNA
ICSI gebelik

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

45,XY der(13;14)(q10;q10)?

arr(1-22,X)x1, (XY)x1

!

!

Sekil 4.47: Olgu 33'e ait parsiyel karyotip goriintiisii




Olgu 34;

104

Demografik Bilgiler Patolojik ultrason

bulgulari

Anne yags1: 34
Baba yas1: 43
G5P2Ab2

Gebelik haftasi: 20

Akrabalik: =

o Bilateral ventrikiilomegali, hidrosefali

Kromozom

Endikasyonu

Analiz | Uygulanan girisim

Materyal

PAT-USG

Amniosentez

Amniyotik sivi1 kiiltiiriinden izole edilen DNA

Konvensiyonel sitogenetik

A-CGH sonucu

46,XX,1(8;16)(g24.1;q12.1)?

arr (1-22,X)x2 (normal)

9' ~
& .‘6 &t
N s N
8 16

Sekil 4.48: Olgu 34'

e ait karyotip goriintiisii




TARTISMA

MKA/MR etiyolojisinde kromozom anomalileri cok 6nemli bir yer tutar (% 15).
Konjenital anomaliler nedeniyle erken neonatal Gliimlerin %18'inden  kromozomal
anomaliler sorumludur. En sik goriilen kromozom anomalileri T21, T13, T18 ve seks
kromozom andploidileridir. Ender goriilen kromozom anomalilerinin prevelansiyla ilgili
yapilan bir Avrupa kollaboratif caligmasinda bu oran %17 olarak belirlenmistir
(Wellesley D ve ark., 2012). Merkezimizde T21, Turner, Klinefelter ve Frajil X
Sendromlar1 diglandiktan sonra, 1099 MKA/MR'li olguda yapilan retrospektif
calismada saptanan kromozom anomali orani %17,97 idi. Saptanan anomalilerin

%15,9'u sayisal, %84,1'1 ise yapisal kromozom anomalileriydi.

Yapisal anomalilerin 5-10 Mb dan biiyiik olanlar1 prometafaz kromozomlari ile
yapilan mikroskobik incelemelerde saptanabilirler. 1980°li yillardan beri kullanilmakta
olan FISH teknigi daha kiigiik anomalilerin de saptanabilmesine olanak saglamis ancak
bu uygulamalar klinik yonlendirmenin varliginda bilinen mikrodelesyon/duplikasyon
sendromlar1 ile subtelomerik bdlgelerin incelenmesi ile smrlt kalmistir. Ancak, son
yillarda gelistirilen a-CGH ve mikroarray teknikleri tek bir test ile tiim genomu 1 kb lik
dengesizlikleri dahi inceleyebilme olanagi saglamistir. Bu test ile delesyon/duplikasyon
gibi genomik dengesizliklerin saptanmasinin yani sira dengesizligin biiytikligl, kirik

noktalar1 ve igerdigi genler gibi ayrintili bilgilere de ulasilabilmektedir.

Dengeli kromozomal yeniden diizenlenmelerde fenotipin etkilenmesi normal
kosullarda beklenmezse de bu tiir degisimler klinik olarak etkilenmis olgularda
saptanabilmektedir. Bu olgularda, mikroskobik olarak dengeli goriinen yeniden
diizenlenmelerde, submikroskobik yani molekiiler diizeyde genomik dengesizlik/ler
olabilecegi ve bu nedenle de fenotipin etkilenecegi kabul edilmektedir. Mikroskobik
diizeyde “dengeli” goriinen yeniden diizenlenmelerin molekiiler diizeyde ‘“dengesiz”
olmas1 birka¢ mekanizma ile agiklanmaktadir; 1) DNA diizeyindeki dengesizlikler
(kayip ve/veya artis), 2) genom “dengeli” olmakla birlikte kirik noktasinin islevsel bir
genin yapisini bozarak fonksiyon kaybina yol agmasi 3) kirik noktalarinda yeni bir
genin fonksiyon kazanmasi (pozisyon etkisi) 4) parental imprinting kalibinin bozulmasi,

5) basit resiprokal translokasyonlar gibi goriinen olaylarin aslinda submikroskopik
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kompleks kromozom yeniden diizenlemeleri (CCR) olmasidir (Gardner RJM,
Sutherland R, Shaffer LG, 2011).

Yapilan ampirik calismalarda, de novo goriiniirde dengeli yapisal kromozom
anomalisi tasiyan olgularda fenotipik olarak etkilenme oranlar; resiprokal
translokasyonlar i¢in % 6,1, Robertsonian translokasyonlar i¢in % 3,7, inversiyon ve
insersiyonlar i¢in % 9,4, CCR’lar igin ise % 23 olarak verilmekteydi (Warburton D,
1991; Madan K, 1997). Dengeli tasiyici normal fenotipik ebeveynlerin, kromozomal
olarak kendileri gibi mikroskobik olarak dengeli tasiyici olmasina ragmen fenotipik
olarak etkilenmis ¢ocuklart olabildigi bilinmektedir. Bu durum da submikroskobik
dengesizliklerin varligi, dengeli/dengesiz mozaiklik olmasi, pozisyon efekti ve
uniparental dizomi gibi mekanizmalarla agiklanmaya c¢aligilmistir. Bu olgularda, array
tekniklerinin uygulanmasi sadece kirik noktalarinin degil tim genomun kilobaz
diizeyinde incelenmesine olanak saglayarak mekanizmanin agiklanabilmesine ¢ok

onemli katkilar sagladi (Gardner RJM, Sutherland R, Shaffer LG, 2011).

Fenotipik olarak etkilenmis, goriiniirde mikroskobik olarak dengeli de novo
kromozom anomali olgularinda yapilan tiim genom a-CGH/Mikroarray caligmalarinda
resiprokal translokasyon tasiyanlarda % 33-62, inversiyon tasiyicilarinda % 40-57, ,
CCR tagtyicilarinda ise % 55-90 oraninda  genomik dengesizlikler saptandig
bildirilmektedir (Gribble SM ve ark., 2005; Gregori M ve ark., 2007; Higgins AW ve
ark., 2008; ve ark., 2009; Sismani C ve ark., 2008; Gijsbers AC ve ark, 2010; Feenstra |
ve ark., 2011). Ailevi resiprokal translokasyon tasiyicilarinda ise genomik dengesizlik
orani farkli ¢alismalarda %16,6 - 28 arasinda degismektedir (Schluth-Bolard C ve ark.,
2008; Sismani C ve ark., 2008). a-CGH/Mikroarray teknigi ile saptanan genomik
dengesizliklerin yaklasik % 25- 601  genomun kromozom anomalisinden bagimsiz
bolgelerinde saptanmasi tiim genomun incelenmesinin Onemini godstermektedir
(Gribble, De Gregori, Baptista, Bolard). Edinilen bu deneyimlerin 1s1ginda, ACOG (The
American Congress of Obstetricians and Gynecologists) ve SIGU (Societa Italiana
Italiana di Genetica Umana) gibi meslek kuruluslar1 yalnizca etkilenmis postnatal
olgularda degil patolojik ultrason bulgular1 saptanan gebeliklerde ve ultrason bulgular
normal olsa bile de novo kromozom anomalisi saptanan gebeliklerde a-

CGH/Mikroarray tekniginin uygulanmasini 6nermislerdir.
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Bu ¢alismada, kendi olgu serimizde fenotipik olarak etkilenmis ve goriiniirde
dengeli kromozom anomalisi tasiyan 21 postnatal (8 resiprokal ve 2 Robertsonian
translokasyon, 7 CCR, 4 inversiyon) ve prenatal tanida dengeli kromozom anomalisi
saptanan 13 olguda (9 translokasyon, 1 CCR, 3 inversiyon) a-CGH/Mikroarray teknigi

ile elde edilen sonuclar degerlendirilmistir.

Fenotipik olarak etkilenmis bireylerde postnatal c¢alismalarda saptanan, 21
goriiniirde dengeli kromozom anomalisinden 7'sinde (%33,3) bir veya daha fazla
anlamli genomik degisim saptandi. Bu 21 dengeli kromozom anomali olgusundan yedisi
ailevi (ikisi paternal, 51 maternal) ve 14' ise de novo kaliim gosteriyordu. Ailevi
olgularimizin higbirinde ne kirik noktalarinda ne de genomun bir bagka noktasinda
anlamli bir degisim saptanmadi. Literatiirde ailevi olgularda anomali saptandigini
bildiren iki ¢alisma bulunmaktadir (Schluth-Bolard C ve ark., 2008; Sismani C ve ark.,
2008). Schluth-Bolard ve ark. (2008) 'nin ¢alismasinda 14 ailevi olgunun doérdiinde
(%28.6), Sismani ve ark. ¢alismasinda ise 6 ailevi olgunun birinde anomali (%16,6)
bildirilmektedir. Schluth-Bolard ve ark. calismasinda bildirilen 4 anomalinin ikisinde
ailevi kromozom anomalisinin kirik noktalarinda, biiyiikliikleri 1.23 ve 4,03 Mb olan iki
yeni delesyon saptanmistir. Her iki olguda da maternal kalittm (biri inversiyon 1 ve
digeri insersiyon 7q;4q) s6z konusudur. Diger, biri kirik noktasinda digeri ise farkli bir
kromozomda iki submikroskobik degisimin (1.21 ve 0.08 Mb) fenotipik olarak normal
tasiyic1 babalarda da oldugu gosterilmistir. Bu degisimlerin zararsiz olup olmadig:
calismanin yayinlandig1 yilda heniiz veri tabanlarinda bulunmamasi nedeniyle yazarlar
fenotip ile iliskisini tartisamamislar ancak bu durumun ekspresyon farkliliklari, diger
alleldeki maskelenmis resesif mutasyon, parental imprintingin bozulmasi ya da ¢oklu
genetik defektlerin biraraya gelisi ile ortaya ¢ikabilecegini 6ne siirmislerdir. Ayrica de
novo olusan iki anomaliden birinin kirik noktalarinda digerinin ise kirik noktasindan
bagimsiz genomun farkli bir yerinde olmasi dikkat ¢ekicidir ve tim genomun

incelenmesinin 6nemini desteklemektedir.

Bugiine kadar, fenotipik etkilenmis bireylerde saptanan de novo dengeli
kromozom anomalilerinde yapilmis a-CGH/mikroarray  sonuglarinin sunuldugu
caligmalarin sonuglarina gore kirik noktalarinda veya bunlardan bagimsiz bolgelerde
submikroskobik anomali saptanma orani %25 ile %60 arasinda degismektedir (Gribble
SM ve ark., 2005; Gregori M ve ark., 2007; Higgins AW ve ark., 2008; Sismani C ve
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ark., 2008). Serimizde de %50 (7/14) olarak saptanan bu oran yayinlanmis serilerle

uyumludur.

a-CGH ile saptanan submikroskobik anomalinin yeri agisindan sonuglar
karsilastirildiginda, serimizde kirik noktalarindan bagimsiz yerlerde saptanan
anomalilerin oran1 %42,8 (3/7), literatlirdeki diger seri sonuglart (%25, %41,6, %56,2,
%60) ile uyumlu bulunmustur. Kirik noktalarindan bagimsiz yerlerde saptanan
submikroskobik anomaliler, ¢ogunlukla CCR olgularinda gézlenmektedir. CCR olgu
sonuglarinin verildigi 5 ¢alismada (Schluth-Bolard C ve ark., 2008; Gijsbers AC ve ark,
2010; Gribble SM ve ark., 2005; Gregori M ve ark., 2007; Higgins AW ve ark., 2008)
toplam 29 anomali, kirik noktalarindan bagimsiz yerlerde saptanmistir ve bunlarin 13 i
CCR olgularinda gozlenmistir. Serimizde de kirik noktalarindan bagimsiz yerlerde
saptanan ii¢ anomalinin ii¢ii de CCR olgularindadir. Ug anomalinin de biiyiikliigii
yaklasik 2-3 Mb arasindadir ve kromozom analizlerinde saptanmamis olmasi beklenen
bir durumdur. Literatiirdeki serilerden sadece birisinde (Gribble SM ve ark., 2005)
saptanan anomalinin biiyiikligii 8 Mb olup diger anomalilerin biiyiikleri olgularimizda
oldugu gibi 0,06-3,57 arasinda degismekteydi. Kisacasi, kirik noktalarindan bagimsiz
yerlerde anomalilerin siklikla CCR olgularinda saptanmasi, CCR olusumuna yol agan
mekanizmanin mikroskobik ve submikroskopik anomalilere yol agtigidir (bakiniz

2.2.5).

Kirtk noktalarinda submikroskopik anomali saptama oranlari ise resiprokal
translokasyon igin %10 (1/10), inversiyon igin %25 (1/4) ve CCR igin %28,5 (2/7) idi.
Resiprokal translokasyonlarda yapilmis Kkollaboratif ¢alismalarda (Baptista ve ark.,
2005, Gregori M ve ark., 2007; Gribble SM ve ark., 2005; Schluth-Bolard C ve ark.,
2008) kirik noktalarindaki submikroskobik anomali oranlart serimize gore daha
yiiksektir (%28,6 ve %32,1, %40, %48). Bu fark, bizim tek merkezli ¢alismamizdaki

olgu sayimizin daha az olmasi ile agiklanabilir.

a-CGH ile submikroskobik anomali saptanan 7 olguda toplam 16 bagimsiz
anomali, 5 olguda ise birden fazla anomali gozlendi .A-CGH ile saptanan toplam 16
degisimin 12'si CCR'larda, 3’ resiprokal translokasyonda, biri ise inversiyon
olgusunda saptanmigtir. Bu anomalilerin 8’i kirtk noktalarinda, 8’i ise kirik

noktalarindan bagimsiz bolgelerde saptanmistir. (Tablo 5.1 ve Tablo 5.2)
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Tablo 5.1: a-CGH teknigi ile postnatal olgularda saptanan submikroskobik
anomalilerin sitogenetik anomalinin tipi ve saptandig1 yere (kirik noktasi1 ya da
bagimsiz bir bolge) gore dagilhimi

N:21
Sitogenetik
; Kirik noktalarindan
anomali Kirik noktalarinda
| bagimsiz bolgelerde
saptanan anomali )
saptanan anomali
oranlari
oranlar1
Toplam
Translokasyon| 1/10 %10 1/10 %10
Inversiyon 1/4 %25 - 1/4 %25
CCR 217 %29 317 %42 517 %71

Tablo 5.2: Saptanan submikroskobik anomalilerin olgu bazinda dékiimii

Kirik noktalarinda Kirik noktalarindan bagimsiz

Olgu 8; 1 delesyon

Translokasyon 2 duplikasyon

Inversiyon Olgu2; 1 delesyon

Olgu 5; 2 delesyon
Olgu 3; 2 delesyon Olgu 6; 1 delesyon
Olgu12; 3 delesyon
CCR
1 duplikasyon

Olgu 13; 2 delesyon Olgu 13; 1 delesyon

Toplam 4 olgu 8 anomali 4 olgu 8 anomali
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5.1. Postnatal Olgulardaki Bulgular

Olgu 1; Karyotip analizinde kirik noktalar1 4925 ve 10g22.1 olan goriiniirde
dengeli resiprokal de novo bir translokasyon saptanan, klinik bulgulari ile ayirici tanida
kraniyosinoztoz diisiinilen Olgu 1'de a-CGH teknigi ile herhangi bir
delesyon/duplikasyon saptanmadi. Ancak, Sendromik kraniyosinostozlu olgularin
%90'inda FGFR3, FGFR2, FGFR1 ve TWIST genlerinde mutasyonlar gosterilmektedir
(Barik M ve ark., 2014). FGFR2 geni 10026.13 de yer almaktadir. Karyotip
analizlerinde belirlenen kirik noktalarinin molekiiler diizeyde farkli olabildigi bilinen bir
durumdur (Schluth-Bolard C ve ark., 2008). Olgumuzdaki kirik noktasinin da
mikroskobik olarak belirlenen 10g22.1 bandi, molekiiler diizeyde 10926.13 olabilecegi
ve FGFR2 geninin islevini bozan bir mutasyona yol agmis olabilecegi hala giiglii bir
olasiliktir. Bu nedenle olguda FGFR2 gen dizi analizi yapilmasi, mutasyon

gosterilememesi durumunda ise gen ekspresyon analizlerinin yapilmasi planlanabilir.

Olgu 2; Karyotip analizinde 1. kromozomda kirik noktalar1 g25.1 ve q32.2? olan
gortiniirde dengeli de novo bir inversiyon saptanan olguda, a-CGH teknigi ile 1.
kromozomun q23.3q24.2 bolgesinde 161,969,134-169,579,696 baz c¢iftleri arasinda
7,610 kb biiyiikligiinde ve 53 gen igeren de novo bir delesyon saptandi. Literatiirde 1.
kromozomun ¢ kolundaki delesyonlar, delesyonun lokasyonuna gore 3 grupta
smiflandirilmaktadir; i) 1921-22->0g25 (proksimal 1q delesyon sendromu), ii) 1g24-25-
>q32 (intermediate 1q delesyon sendromu), iii) 1g42-43->qter (distal 1q delesyon
sendromu). Bugiine kadar, sadece 18 olguda de novo proksimal 1q delesyonu
bildirilmistir ( Della Monica M ve ark., 2007). Bu olgulardan biri, olgumuz ile hem a-
CGH sonuglar1 hem de klinik bulgular agisindan benzerlik gdstermektedir. iki olgunun
delesyonlar1 4970 kb lik bir bolgede ortiismekte ve bu bdlgede yer alan 30 ortak gen
bulunmaktadir. ki olgu arasinda ortiismeyen 9 gen bulunmaktadir. Bu olgunun
noromotor retardasyon, BGG, mindr fasiyal bulgularin bir kismi (ince iist dudak,
belirgin ve kivrimi artmig antiheliks), bazi iskelet sistemi bulgular1 (pektus ekskavatum,
her iki elde besinci parmak klinodaktilisi) hipotoni ve kraniyal MR'da ventrikiiler
genisleme gibi klinik bulgular1 olgumuzla Ortiismekte ancak bobrek anomalileri ve
otistik bulgular1 olgumuzda bulunmamaktadir. 1q23-q24 bolgesinde lokalize olan bazi
genler (ALDH9A1 geni, G-Protein sinyal regiilatorii olan RGS4 ve RGS5 genleri) otizm
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spektrumu ile iliskilendirilmistir. Delesyona ugrayan genlerden biri olan otozomal
resesif kalitim gosteren TMCO1 geni, kraniyofasial dismorfizm, iskelet anomalileri ve
mental retardasyon sendromu olarak bilinen ve sensorinoral isitme kaybi, davranis
bozukluklari, anksiyete, depresyon, &fori ile iliskilendirilmistir (#213980). Isitme kayb1
ve psikiyatrik sorunlar diginda sendromun diger karakteristik ozelliklerini tasiyan
olgumuzda TMCO1 geni dizi analizi ile diger allelde mutasyon olup olmadiginin

arastirilmasinin tantya yardimci olacagini diisiinmekteyiz.

Olgu 3; Karyotip analizinde 8q24.13 ile 13g21.2 bantlar1 arasinda resiprokal bir
translokasyon ve 2. kromozomun p16.3 bélgesine q22.2->q33.2 bolgesinin insersiyonu
saptanan olguda a-CGH ile 2. kromozomun ¢22.3 bolgesinde 146,786,756- 147,
305,733 baz giftleri arasinda 519 kb biiyiikliigiinde tanimlanmis gen igermeyen de novo
bir delesyon ile 2q36.1q36.3 bolgesinde 225,194,399-228,263,782 baz ciftleri arasinda
3069 kb biyiikligiinde 11 gen iceren de novo baska bir delesyon saptanmistir.
Literatiirde bu bdlgenin delesyonlar1 sitogenetik ve molekiiler diizeyde bildirilmigtir
(Freitas ELve ark., 2012; Goumy C ve ark., 2014). Ilging olan DNA diizeyinde
gosterilen  delesyonlarin tamaminda delesyon yaklasik olarak 222,290,000. baz
ciftinden baslamakta ve noral tiip defektleri ile iligkili oldugu gosterilmis PAX6 ve
EPHA4 genlerini de kapsamaktadir. Olgumuzda ise literatiirde bildirilen olgulardan
farkli olarak delesyon 225,194,399 da baslamakta ve PAX6 ve EPHA4 genlerini
kapsamamaktadir ki olgumuzda noéral tiip defekti bulunmamasi bu sonug ile uyumludur.
Literatiirdeki delesyonlara gore yaklasik 3000kb daha kiigiikk olan olgumuzdaki
delesyonla iliskili genlerden yalnizca otizm ile iligkili TM4SF20 geni olgumuzun
klinik bulgular ile iligkili gorinmekte, diger genler ile iligkili fenotipik bulgular ise
olgumuzda bulunmamaktadir. Bu olgu, Karaman B. ve ark.1 (2009) tarafindan
yayinlanmig ve sitogenetik olarak saptanmis kirik noktalarina gore, OMIM'de
bildirilmis yaklasik 100 gen oldugu, 8q24 bolgesindeki PTK2 ve ENPP2 genlerinin
beyin dokusunda yiiksek oranda eksprese oldugu, ayrica 13g21.1 bolgesinde lokalize
olan POU4F1 geninin yine merkezi sinir sistemi ve retinada yiiksek ekspresyonunun
goriildiigiinii dolayisiyla olgudaki psikomotor mental retardasyonun, 2932 bolgesindeki
sinpolidaktiliye neden olan HOXD13 genindeki bir mutasyonun olgudaki el bulgular ile
iliskili olabilecegi 06ne sirilmiisti. Ancak a-CGH sonuglart bu olasiliklari

desteklememistir.
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Olgu 5; Kromozom analizinde 3p13p25 inversiyonu ve 11p13.5 ile 18q12.2.
arasinda resiprokal bir translokasyon saptanan olguda a-CGH teknigi ile kirik
noktalarindan farkli olarak 4q13.3 bolgesinde 71,013,108-72,174,576 baz ciftleri
arasinda 1161 kb biiyiikliigiinde 19 gen igeren bir delesyon ve 4q13.3q21.2 bolgesinde
ise 73,373,677-76,306,815 baz ciftleri arasinda 2933 kb biiyiikliigiinde 32 gen igeren
baska bir delesyon saptandi. Karyotip analizinde saptanamayan 4. kromozomdaki bu
degisimin parental interstisyel bir translokasyon iiriinii olup olmadigini arastirmak
amaciyla yapilan parental kromozom analizi ve FISH calismasinda herhangi bir degisim
gosterilemedi.Ayrica ebeveynlerde yapilan a-CGH c¢alismasi ile bu degisimlerin de
novo oldugu gosterildi. Delesyonun igerdigi genlerden hedefi astrosit ve Schwann
hiicreleri olan EGF reseptor/EGFR genlerinin regiilatorii olarak gorev yapan AREG geni
PSMG bulgusu, melatonin reseptor geni olan MTNR1A geni ise hiperpigmente

lezyonlarla iligkili olabilir.

Olgu 6; Ayirict tanist WAGR Sendromu olan olguda kromozom analizlerinde 3,
15 ve 21. kromozomlar arasinda kompleks, ayrica 4. ve 16. kromozomlar arasinda
resiprokal  goriiniirde dengeli de novo bir translokasyon saptanmisti. A-CGH
caligmasinda, kirik noktalarinda bir degisime rastlanmadi ancak 11. kromozomun
pl4.1p13 bandinda 30,031,595 ile 33,045,209 baz ciftleri arasinda 2,511 kb’lik
submikroskobik bir delesyon saptandi. Bu delesyonun kapsadig:r 15 genden ikisi WT1
ve PAX6 genleri WAGR Sendromu (#194072) ile iliskilidir ve olgunun klinik tanisi
(WAGR Sendromu) ile uyumludur.

Olgu 7 ve 10; Kromozom analizinde Xp21, 13q13 ve 17q22 arasinda goriiniirde
dengeli de novo kompleks bir translokasyon saptanan olguda a-CGH ¢alismasinda
herhangi bir degisim saptanmamasina ragmen, olgunun Klinik olarak DMD hastasi
olmasi, X kromozomu iizerindeki kirik noktasinin distrofin (DMD) geni iginde
oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde klinik olarak DMD tanis1 alan Xp21, 8q11 ve
14q13 arasinda goriiniirde dengeli de novo kompleks translokasyon saptanan bir diger
olguda da (Olgu 10) a-CGH ile herhangi bir degisim gosterilemedi. Her iki olguda da
MLPA teknikleri ile herhangi bir anomali saptanmamasina ragmen kirik noktasinin

distrofin geni i¢inde oldugu klinik bulgularla sdylenebilir.

X'e bagh resesif kalititlan DMD Klasik olarak erkek ¢ocuklarda goriiliir. DMD

geninin tamamin1 veya bir/birden fazla exonunun delesyonlar1 olgularin %50-65'inde,
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duplikasyonlar1 %5-10'unda, dizi analizleri ile saptanabilen mutasyon orani ise
erkeklerde %?20-35 dir. Ender olarak disi olgularda da DMD fenotipi goriilmektedir. Bu
durum, disinin tek X kromozomu tasidigr Turner Sendromu (45,X), DMD mutasyonu
tasiyan X kromozomunun UPD'si veya dengeli X-otozom translokasyonu tasiyiciliginda
ortaya ¢ikabilir. Dengeli X-otozom translokasyonu tasiyan disilerde, X/otozom
translokasyonlu kromozom segici olarak aktif kalir ve normal X kromozomu inaktive
olur (Thompson MW ve ark., 2001). Bu durumda translokasyonun kirik noktasi genin
icinde olmasi nedeniyle islevi bozulmus olan DMD genini kompanse edecek normal X
kromozomu dolayistyla normal Distrofin geni inaktif oldugundan, disi olgu DMD klinik
bulgularint  gosterir. Olgu 7 ve 10un DMD fenotipi goéstermesi X/otozom

translokasyonu mekanizmasi ile iligkilidir.

Olgu 8; Kromozom analizinde 4g34.2 ve 100926.2 bolgeleri arasinda goriiniirde
dengeli de novo bir resiprokal translokasyon saptanmisti. A-CGH teknigiyle ise
4q34q34.1 bolgesinde 171,782,657-172,798,553 baz ¢iftleri arasinda 1016 kb
biiylikliigiinde ve 2 gen igeren bir delesyon, 10g26.3 bolgesinde 130,669,231-
132,067,032 ile 134,424,882-135,534,747 baz ciftleri arasinda ilki 1398 kb
biiyiikliigiinde 5 gen igeren ve digeri 1110 kb biiyiikliigiinde 28 gen iceren iki ayri
duplikasyon saptandi. Ebeveynlerde yapilan a-CGH c¢alismasi ile bu degisimlerin de
novo oldugu gosterildi. Bu bolgedeki genlerden olan EBF3 geni B hiicre proliferasyonu,
kemik gelisimi ve ndrogenezisten sorumludur. Bu gen olgunun klinik bulgularindan
biri olan psikomotor gerilik bulgusu ile iliskili olabilecek en yakin gen olabilir. Ancak,
ISCA veritabaninda CYP2E1 ve SYCEL genlerini igeren ve gelisim geriligi oldugu
belirtilen 3 olguda (nssv578657, nssv673695, nssv637341) yaklasik 200 kb
biiytikligiinde ve olgumuzla DNA daki baz giftleri agisindan Ortiisen  (134,536-
134,742) duplikasyon bildirilmistir. ISCA veritabaninda bu duplikasyonlarin "bening"
olarak tanimlanmast bu degisimlerin klinik olarak anlamli olmayabilecegini
gostermektedir. Ancak ailedeki akraba evliligi, otozomal resesif bir hastalik olasiliginin

da goz ard1 edilmemesini gerektirmektedir.

Olgu 12; Kromozom analizinde 1q32.1, 18923 bdlgeleri arasinda ve 5pl4.2,
12921.2 bolgeleri arasinda goriiniirde dengeli resiprokal translokasyonlardan olusan
CCR saptanmistt. A-CGH c¢alismasinda mikroskobik kirik noktasina yakin olan
5q13.3ql4.1 bolgesinde 74,571,645-77,654,540 baz ciftleri arasinda 2412 kb
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biiyiikliigiinde 24 gen igeren bir delesyon saptandi. Parental a-CGH g¢alismasi ile
degisimlerin de novo oldugu gosterildi. OMIM ile iligkili PDE8B geni, Otozomal
Dominant Striatal Dejenerasyon (ADSD, #609161) sendromu ile iliskilidir ancak
olgumuzun klinik bulgularinin bu sendrom ile uyumlu olmamasi, otozomal dominant
kalitimin penetrans yoklugu ve ekspresivite degiskenligi ile agiklanabilir. Bu bolgede
yer alan OTP geni ile SV2C genleri beyin gelisiminden sorumlu iki gen olmakla birlikte
heniiz bir sendrom ile iliskilendirilmemistir. Ancak, olgudaki hafif MR ile néromotor
gelisme geriliginden sorumlu olabilicegi goéz ardi edilmemelidir. Ayrica ISCA
veritabaninda bu bélgeyi igeren yaklasik 1171 kb'lik bir delesyon (nssv578054),

makrosefali bulgusu olan bir olgu i¢in patolojik bir varyant olarak degerlendirilmistir.

Bu olguda a-CGH ile saptanan diger iki degisim ise yine mikroskobik olarak saptanan
banda yakin bir bolge olan 5q14.3'te 90,604,937-92,259,476 baz ciftleri arasinda 4 gen
iceren 1604 kb biiyiikligiinde duplikasyon ve kirik noktasindan uzak bir bolge olan
5915'te 93,668,778-95,921,236 baz ¢iftleri arasinda 1944 kb biiyilikliiglinde 16 gen
iceren bir delesyondu. Bu bolgelerdeki genler ile iligkili fenotipler (yliksek tansiyon,
uyku apnesi gibi) olgumuzda -heniiz- bulunmamaktadir. Ayrica ISCA veritabaninda bu

bolgeler i¢in tanimlanmis herhangi bir patolojik varyant bildirilmemistir.

Son olarak olguda kirik noktalarindan tamamen bagimsiz olan 9p23p22.3 bdlgesinde
14,030,668-16,317,401 baz ciftleri arasinda 2286 kb biiyiikliigiinde 11 gen igeren bir
delesyon saptandi. Literatiirde bu bolgenin delesyonlari 9p monozomi sendromu olarak
tanimlanmustir. 1999 yilinda Christ ve ark., 24 olguluk bir caligmada, 9p delesyonu igin
kritik bolgeyi 9p23-p22 bantlart ile D9S286 ile D9S285 STR'lar1 arasinda 4-6 Mb
biiyiikliigiinde bir bolge olarak belirtmislerdir. 2007 yilinda kritik bdlge en az 7 geni
(TYRP1, c9orfl5, MPDZ, NFIB1, ZDHHC2, CER1, FREM1) kapsayan ve yaklasik 3,5
Mb biiyiikligiinde bir bolge olarak tanimlanmistir (Faas BH ve ark., 2007). 2008
yilinda, 13 olguluk bir ¢aligmada 9p monozomi sendromunun kritik bolgesi 300 kb'lik
(RP11-392B2 ile RP11-271D19 arasinda) bir bolgeye kadar daraltilmistir (Swinkels ve
ark, 2008). Bu c¢alismada olgular iki grupta degerlendirilmis ve ilk grupta yer alan 8
olgu trigonosefali, uzun filtrum, antevert burun delikleri ve mikrognati gibi 9p
monozomi sendromuna Ozgiin bulgulart gosterirken, diger 5 olguda ise trigonosefali
bulgusu bulunmamaktadir. Trigonosefali ile iliskili oldugu ileri siiriilen CER1 geni, bu 7

olgudan sadece birinde delesyona ugramis olmasina ragmen trigonosefali bulgusu
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gostermemekteydi. Bu makalede ayrica olgularda CER1 geni dizi analizi de yapilmis ve
gende herhangi bir mutasyon saptanmadigi belirtilmistir. 2006 yilinda Jehee FS ve ark.,
(2005) 70 sendromik ve sendromik olmayan trigonosefali olgusunda CER1 geni
kodlayan bolgelerini dizi analizi ile incelemisler ve mutasyon saptamamuisladtir. Ancak,
bu genin promotor bolgesindeki olast mutasyonlariin hala trigonosefaliden sorumlu
olabilecegi diistiniilmiistir. Olgumuzun CER1 geni delesyonu tasimasina ragmen
trigonosefali bulgusu gostermemesi Swinkels ve ark. nin ¢alismasini destekler

goziikkmektedir.

Olgu 13; Kromozom analizinde 13, 11 ve 18. kromozomlar arasinda de novo
CCR saptanmigti. A-CGH teknigi ile 11. kromozomun kirik noktalarina yakin 11p14.3
bolgesinde 22,454,510-24,688,718 baz ciftleri arasinda 5 geni kapsayan 2200 kb
biiytikligiinde bir delesyon saptandi. Bu bolgede yer alan genlerden LUZP2 geni
OMIM'de WAGR sendromu ile iligskilendirilmis olmasina ragmen olgumuzun Klinik

bulgulari, bu sendrom ile uyumlu degildi.

Olguda 18. kromozomun mikroskobik olarak saptanan kirik bdlgesinde a-CGH teknigi
ile 187921.2-q21.32 bolgesinde 48,286,848-58,934,492 baz ciftleri arasinda 35 geni
kapsayan 10,6 Mb biiyiikliigiinde bir delesyon daha saptandi. ISCA veritabaninda bu
bolgeyi kapsayan delesyon olgularinda muskiiler hipotoni (nssv577648), gelisme
geriligi ve hidrosefali (nssv577646), davranis bozuklugu (nssv577650), gelisme geriligi
(nssv580431), belirgin burun kemeri, gelisme geriligi, mikrosefali (nssv58234), otizm
(nssv584441) gibi fenotipler tanimlanmistir. Bu bdlgede yer alan genlerden biri olan
TCF4 noronal farklilasmadan sorumludur. MECP2 geni ile ayni gen ailesinde yer alan
MBD2 geni, DNA metillenmesi i¢in baglanma alani olusturan genlerden biridir ve
metilasyon sinyallerinin biyolojik sonuglarindan sorumludur. Rett sendromu'yla iligkili
MECP2 geni ile ayni isleve sahip bu gen olgunun dis gicirdatma ve el 1sirma hareketleri
gibi bulgulari ile iligkili olabilir. SMAD4 geni ise otozomal dominant kalittm modeli
gosteren Myhre Sendromu (#139210) ile iliskilendirilmistir. Olgunun dismorfik yiiz
bulgularindan bir kismi (maksiller hipoplazi, hipertelorizm, strabismus, kisa filtrum,),
yumusak ve kuru cilt, ellerde klinodaktili, hipoplazik Klitoris gibi birkag bulgusu bu
sendrom ile uyumlu goéziikmektedir, ancak bu sendroma Ozgiin konjenital kalp
bulgular1, kisa boy, vertebral fizyonlar, kas hipertrofisi, mental retardasyon, normal

olmayan ses gibi bulgular1 tasimamaktadir. Bu sendromun klinik varyasyon gosterdigi
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bildirilmektedir (OMIM). Ayrica olgudaki diger genomik dengesizliklerin etkisiyle

daha farkli bir fenotipin ortaya ¢ikmasi beklenen bir durumdur.

Olguda a-CGH teknigi ile kirik noktalarindan bagimsiz 21. kromozomun q11.2-g21.1
bolgesinde 15,598,880-18,332,856 baz ciftleri arasinda 12 geni kapsayan 2700 kb
biiyiikliigiinde bir delesyon daha saptandi. ISCA veritabaninda bu bolge bir olguda,
Klinik bulgular1 gelisme geriligi ve dismorfik yiiz bulgular1 bashigr adi altinda
(nssv577818) patolojik olarak degerlendirilmistir. Bu bolgedeki genlerden noronal ve
germ hiicrelerinin farklilagmasini regiile eden RBM11 geni fenotip ile iliskili en olas1
gen olarak goriilebilir. Olgunun klinik bulgular1 delesyona ugramis tiim bu genlerin

kiimiilatif etkisi ile agiklanabilir.

Olgu 16; Kromozom analizinde maternal kalitilan 6pl1 ve 19p13.2 bolgeleri
arasinda goriinlirde dengeli resiprokal bir translokasyon saptanmisti. A-CGH teknigi ile
herhangi bir degisim saptanmadi. Olgu, klinik bulgular ile osteoporozis-psédo glikom
sendromu 6n tanisi aldigindan LRP5 geni dizi analizi yapildi ve birlesik heterozigot
c.43 60del/Ex14 16del mutasyonu saptandi. Olgunun annesi c.43 60del mutasyonu
icin heterozigot, babast da Ex14 16del mutasyonu i¢in heterozigot bulundu. Ayrica
olgunun etkilenmis ancak translokasyon tasimayan erkek kardesinde de ayni birlesik
heterozigot mutasyonun saptanmasi, olgumuzun Klinik bulgularimin translokasyon ile
iligkili olmadigini, translokasyon ile LRPS gen mutasyonlarimin tesadiifi birlikteligi

oldugunu desteklemektedir.

Olgu 18; Kromozom analizinde 12q21.2 ve q24.1 bantlari arasinda goriiniirde
dengeli ve klinik olarak normal anneden kalitilan bir inversiyon saptanmisti. Fenotipik
olarak etkilenmis olguda a-CGH teknigi ile klinik olarak anlamli herhangi bir degisim
saptanmamisti. Olguda Kklinik olarak Noonan Sendromu disiiniildiigiinden RAF1, KRAS,
SHOC2, SOS1 dizi analizleri yapildi ve SOS1 geninde c.1656G>A heterozigot yanlis
anlamli mutasyonu saptandi. Bu olgu, a-CGH ile herhangi bir degisim saptanmadiginda
klinik bulgular belli bir sendrom ile uyumlu ise bu sendrom ile iligkili genlerin

incelenmesinin 6nemine dikkat cekmektedir.
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5.2. Prenatal olgulardaki bulgular

Calismaya dahil edilen 13 prenatal olgunun 6's1 de novo, 2'si maternal, 3'i
paternal kalitim gosterirken 2 olgunun ise kalitim sekli bilinmemektedir. iki olguda
CVS, 4 olguda KS, 7 olguda ise AS materyali incelenmistir. Ailevi olgularda herhangi
bir degisim saptanmazken, 9 translokasyon tasiyicindan 2'sinde (%22,2) anlamli bir
degisim saptanmistir. CCR tasiyicisi olan 1 olgu ve 3 inversiyon tasiyicisinda ise higbir
degisim saptanmamustir. Degisim saptanan 2 de novo goriiniirde dengeli resiprokal
translokasyon tasiyan olgudan birinde a-CGH teknigi ile kirik noktalarindan bagimsiz

bir bolgede saptanan anomalinin anneden kalitildig1 gosterilmistir.

Literatiirde bugiine kadar yayinlanmis 25 olguluk tek bir prenatal seri ¢aligsmasi
vardir (Evangelidou P ve ark., 2010). Bu seriyi olusturan olgulardan 15'i patolojik
ultrason bulgusu olan ancak normal karyotip saptanan olgular oldugundan bizim serimiz
ile karsilastirllamaz. Bu serideki 10 olgu ise goriiniirde dengeli yapisal kromozom
anomalisi tasimakta, biri maternal, ikisi paternal kokenli olmak tizere i ailevi ve 7'si
de novo olgulardir. Bu olgulardan besi patolojik ultrasonografi bulgular1 gostermektedir.
Bu ¢alismada, de novo translokasyonlu, normal fetal USG olan olguda translokasyonun
kirik noktasinda 1.35 Mb biiyiikliigiinde bir delesyon saptanmistir (Evangelidou ve ark.,
2010). Bu seride patolojik USG bulgusu olan olgularda hi¢ bir anlamli degisim
saptanmamistir. Ayrica Gregori M ve ark.'min (2007) 59 olguluk serisinde 14 fetus
goriinlirde dengeli yapisal kromozom anomalisi gosteriyordu ve bunlardan 12'sinde
patolojik ultrason bulgulari vardi. Bu caligmada fetuslarda herhangi bir anomali

saptanmamisti.

Olgu 24; Fetal kromozom analizinde 10g23.2 ile 16g23 bdlgeleri arasinda
gortiniirde dengeli resiprokal bir de novo translokasyon saptanmisti. A-CGH teknigi ile
10923.1 kirik noktasinda 86,441,275-87,680,071 baz ciftleri arasinda 6 geni kapsayan
1269 Kb biiyiikliigiinde bir delesyon gosterildi. Kapsanan genlerden biri olan GRID1
merkezi sinir sisteminde uyarici bir norotransmitter olarak goérev almaktadir. Diger 5
genin (7SK, AX746544, LOC100507470, AK097624, Mir_544) ise islevi heniiz
bilinmemektedir. Ancak merkezi sinir sisteminde gorev alan GRID1 geni ile olgunun
patolojik  ultrasonografi ~ bulgular1  (batinda  kist, polihidroamniyos) iliskili

gorinmemektedir.
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Olgu 27; Fetal kromozom analizinde, 3p21 ve 16qll bolgeleri arasinda
goriiniirde dengeli de novo resiprokal bir translokasyon saptanmisti. A-CGH ile kirik
noktasindan bagimsiz olarak 16p11.2 bdlgesinde 28,220,816-33,816,801 baz ciftleri
arasinda 126 geni kapsayan 5596 Kb biiyiikligiinde daha sonra annenin de tasidigi
gosterilen bir duplikasyon saptandi. Literatlirde siklig1r 1/10000 olarak verilen bu bdlge
delesyon/duplikasyonlarinin kritik bolgesi, yaklasik 3,5 Mb biiyiikliiginde 29,670,000-
30,200,000 baz ciftleri arasidir. Bu bolge duplikasyonlar1 klinik olarak konugsma geriligi
ve davranis bozukluklari ile iliskilidir. Bu bolgenin delesyon ve duplikasyonlarini
gosteren 27 olguluk bir seride 10 duplikasyon olgusunun 6'sinda mikrosefali bulgusu
tanimlanmistir. Delesyon gosteren 17 olguda ise motor gerilik (%50), epilepsi (%40),
davranig problemleri (%40), konjenital anomaliler (%30) ve otizm (%20) bulgulari
saptanmigtir (Shinawi M ve ark., 2010). Bu bolge delesyon/duplikasyonlarinin bir
kisminda -olgumuzda oldugu gibi- ailevi kalitim da bildirilmis ve olgular arasindaki
klinik farkliliklar penetrans yoklugu ve ekspresivite degiskenligi ile agiklanmistir
(Shinawi ve ark., 2010). Fetus 38.GH'da seksio ile saglikli olarak diinyaya gelmis

olmasina ragmen konusma ve davranis bozukluklari agisindan degerlendirilmemistir.

Bu calisma ile elde edilen sonuglar, goriiniirde dengeli yapisal kromozom anomali
olgularinda mikroarray gibi yiiksek ¢Oziiniirliiklii bir teknik ile ileri incelemelerin
Oonemini bir kez daha vurgulamaktadir. A-CGH teknigi ile serimizde genomik
dengesizlik saptanan gerek postnatal gerekse prenatal olgulardaki dengeli yapisal
kromozom anomalilerin tiimiiniin de novo olgular olmast, ailevi olgularda patolojik olan
genomik dengesizlik saptanmamis olmasi, ailevi olgulardaki a-CGH uygulamalarinin
onemini azaltmamalidir. Ozellikle patolojik USG bulgulari olan fetuslarla MKA/MR li
postnatal olgularda saptanan dengeli yapisal kromozom anomalisi ailevi dahi olsa a-
CGH incelemeleri tim genomu da inceleme olanagi verdiginden son derece etkin
bilgiler verir. Prenatal karyotip analizlerinde saptanan de novo dengeli yapisal
kromozom anomalilerinde fetal USG bulgular1 normal dahi olsa genel topluma oranla
artmis bir risk (%2-3) oldugu g6z Oniinde bulundurularak array teknikleri ile tiim
genom, kopya sayist degisiklikleri agisindan incelenmelidir. Bu sayede sadece kirik
noktalarindaki submikroskobik dengesizlikler degil genomdaki herhangi bir olasi

dengesizlik de dislanabilmektedir.
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A-CGH/mikroarray incelemelerinde saptanan degisimlerin degerlendirilmesinde belli
bir algoritmanin uygulanmasi son derece onemlidir. Saptanan degisimin zararsiz da
olabilecegi g6z Oniinde bulundurularak, oncelikle anne ve babada ayni teknik ile
arastirtlmas1 gereckmektedir. De novo oldugu belirlenen bir degisimin klinik etkileri,
biiyiikliigiine, icerdigi gen sayisina, genlerin patojenitesine, daha Once herhangi bir
fenotiple iliskilendirilmis olup olmadigt ya da sadece polimorfizm olarak
veritabanlarinda bildirilmis CNV'ler ile Ortiisiip Ortiismedigi veri bankalarinda
arastirilarak yorumlanmalidir. Klinik ile iligskili olma olasilig1 yani patolojik olma
olasilig1 tasiyan degisimler (her ne kadar CNV+SNP arraylerin kendi kendilerini
dogrulama o6zelligi varsa da) hibridizasyon hatalari, yanlis eslesmeler, bolgenin CG
bazlar1 agisindan zengin olmasi ve bu nedenle denatiirasyon-hibridizasyon sorunlarin
yasanmas1 gibi durumlar dislanamadigindan, FISH, qRT-PCR, MLPA gibi bir baska

yontem ile dogrulanmalidir.

Array teknigi ile herhangi bir genomik dengesizlik saptanmamasi durumunda ise
ozellikle de novo prenatal olgularin genetik danismasinda gen i¢i kiriklar, pozisyon
efekti gibi etkilerin diglanamadig1 g6z oniinde bulundurulmalidir. Bu olgularda "next-
generation paired-end sequencing” veya "mate-pair sequencing" teknikleri ile kirik
noktalarindaki genlerin yapisi, herhangi bir fiizyon genin olusup olugsmadigi
arastirilabilmektedir (Kalscheuer VM ve ark, 2008; Vergult S ve ark., 2014). Bu
nedenle c¢alismanin devaminda, klinik olarak etkilenmis olgulardaki de novo
degisimlerin yeni nesil dizileme teknikleri ile kirik noktasindaki degisimlerin molekiiler

diizeyde arastirilmasi planlanmastir.
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SITOGENETIK VE MOLEKULER INCELEMELER iCiN
BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Proje Ad1
GORUNURDE DENGELIi YAPISAL KROMOZOM ANOMALILERINDE
SUBMIKROSKOBIK DENGESIZLIKLERIN A-CGH YONTEMI iLE
ARASTIRILMASI

Tarih:

Bu calismada postnatal (dogum sonrasi) veya prenatal (dogum oOncesi) kromozom
analizlerinde mikroskobik olarak dengeli goriinen, de novo (ailede ilk kez saptanmis)
veya ailevi yapisal kromozom anomalisi saptanmis 30 olguda, kirik noktalarinda
ve/veya kirik noktalarindan bagimsiz bolgelerde submikroskobik (mikroskobik olarak
goriilemeyen) dengesizliklerin olup olmadiginin a-CGH (array- Comparative Genomic
Hybridisation) yontemi ile arastirilmasi planlanmustir. Kirik bolgelerinde veya genomun
diger bolgelerinde saptanacak dengesizliklerin etkiledigi genlerin fenotip (olgunun
klinik bulgular1) ile iliskisinin kurulmast ve bunlarin fonksiyonlarina yonelik
hipotezlerin ortaya atilmasi amaglanmistir. Ayrica olgularin bu anomalinin varligindan
etkilenip etkilenmeyeceginin arastirilmasi , eger olgu zaten etkilenmigse bu anomali
nedeniyle olup olmadigimin belirlenmesi ile de genetik danigma siirecine katkida
bulunulacaktir. Bu ek incelemelerin yapilmasina izin vermeden 6nce sizleri ¢alismanin

amaci, riskleri ve yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz.

Asagidaki - Sitogenetik ve Molekiiler Incelemeler icin Bilgilendirilmis Onay
Formunu okuduktan sonra c¢alismaya katilma karart verirseniz formu liitfen

imzalaymiz.

1.Yapilacak islemin tanim : inceleme, sizlere rutin olarak uygulanmis olan kromozom
analizlerinde goriiniirde dengeli yapisal kromozom anomalisi saptanmasi durumunda bu
anomalinin ileri diizeyde aydinlatilmasim amaclamaktadir. Bu calismalar Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafindan

yiiriitiilecektir.
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fleri molekiiler sitogenetik ve molekiiler analizlerin yapilmasi icin hastalarin tam
amaci ile onceden alnmis olan mevcut doku ornekleri kullanmilacaktir. Ornekler
tizerinde Array-CGH yontemi ile calisilacaktir. Bu yontemin esasi DNA’nin
komplementerini olusturabilme 6zelligine dayanmaktadir. islemde oncelikle &rnekler
mikroskop lamlar1 iizerine yayilarak preparat hazirlanacaktir. Anomaliye 6zgiin
laboratuarimizda hazirlanmis ve isaretlenmis problarla bu preparatlar hibridzasyona
sokulacaktir. Ertesi giin hibrit sinyaller floresan mikroskoplarda uygun filtreler yardimi
ile goriintiilenecek ve bu sinyallerin yardimi ile daha once ailenizde saptanmis olan

kompleks kromozom anomalisinin kirik noktalar1 aydinlatilacaktir.

Bu ¢alismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir. Bu incelemeler
icin sizden alinan kanlardan ve/veya deri biyopsisinden elde edilecek Orneklerinizin

saklanmas1 konusunda liitfen agsagidaki segeneklerden birini se¢iniz:
Bu durumda hasta ve aile bilgilendirilecek ve izni alinacaktir.

Bu ¢alismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir. Bu incelemeler
i¢cin sizden alinan kanlardan elde edilecek Orneklerinizin saklanmasi konusunda liitfen

asagidaki seceneklerden birini se¢iniz:

a. Elde edilen doku 6rnegimin caligma bittikten sonra boliimiiniiz 6rnek bankasinda

saklanmasina izin veriyorum.
b. Elde edilen doku 6rnegimin galigma bittikten sonra imha edilmesini istiyorum.

Doku 6rneginiz saklandigi takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan higbir sekilde

baska bir ¢alisma i¢in kullanilmayacaktir.
2. Olas1 riskler ve faydalar :
Olgunun anne babasindan ek incelemeler i¢in kan alinmasinin gerektigi durumlarda,

Periferi Kan alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasimna bagl olarak az

bir ac1 duyulmasi. (2) igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli

kalacaktir. Genetik bilginin kullanilmasina bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik

sorunlar ortaya ¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak

bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin diginizda birisi
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ile paylasmamiz sadece sizin izninize bagli olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski
de bu testler sonucunda anne yada babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu

durumlarda da gizlilik ilkesine bagli kalinacaktir.

Olasi yararlar: Bu incelemelerin esas amaci gebeliginizde normal saptanan kromozom
yapisina ilave anomaliler saptanabilmesi ve daha detayl arastirmak ve genotip-fenotip

iligkisinin anlasilmasina yardimci olacak bilgilere ulagmaktir.

Eger dogum sonrasi, bebeginizde herhangi bir fiziksel ve zihinsel anomali/anomaliler
var ise kromozom yapisina ilave ek anomalilerinn varligmmin arastirilmasi ile bu

anormalliklerin genetik kokeni arastirilmis olacaktir.

Diger segenekler: Bu c¢alismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak

tamamen istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da

sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapisi ve amact hakkinda, olasi riskleri ve yararlar1 tarafimdan ,

hastaya, =~ e e

(Tanik Kisi)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam

edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya cikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan

katilimciya iletilecektir.
Tarih :

Doktorun imzasi:
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Kontak kurulabilecek kisiler: Prof. Dr. Seher Basaran
Uzm.Bio. Nihan Bilge Satkin

Ulasilabilecek Tel. No.’lar1: Direk hat: (0212) 534 84 40
Dahili hat: (0 212) 414 20 00 — 32327

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali
Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: basarans@istanbul.edu.tr

izin : Yukarida tanmimlanan ileri diizey incelemenin uygulanmasi, riskleri ve yararlar ile
ilgili yeterince bilgi aldim. Bu ¢aligmaya kendimin (¢ocugumun ) katilmasina izin
veriyorum. Calismanin herhangi bir asamasinda sayet vazgegersem onayimi ¢ekmek
hakkinda 6zgiir oldugumu biliyorum. Bu nedenle kendimin/cocugumun bir zarar
gérmeyecegini anladim. Arastirma bulgulari, ailemdeki genetik hastaligin klinik ve
molekiiler tanisina ve tedavisine faydali sonuglar vermesi durumunda bana rapor

edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Adi Soyadi Dogum tarih Imza (Ebeveyn)
Aile iyest  ------------ mmmmmmmmmmmmeoeee- mmmmmmmmmmmmmemseeoeee- mmmmmmmmmmeeee-
Aile liyesi ~ ------------ m-mmmmmmmmmeeoeee- =
Aile tiyest  ----------e- mmmmmmmmmmmeoeee- e
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- f{STANBUL TIP FAKULTESI KLiNIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU
Belge Ad: Tarihi Versiyon Numarasi Dili
A
g ARASTIRMA PROTOKOLU 28/03/2013 Tirkce W Ingilizce ] Diger[]
S _ |BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU | m Tiirkge ™ ingilizce ] Diger[J
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E 5 OLGU RAPOR FORMU O Turkge O ingilizce ] Diger(J
‘22 | ARASTIRMA BROSURU O Tiirkge [ ingilizce J  Diger[]
Belge Adi O Aciklama
TURKCE ETIKET ORNEGI O
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ARASTIRMA BUTCESI ]
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g BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU |
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% | GUVENLILIK BILDIRIMLERI 0
E DIGER: - Anabilim Dali Bagkanhigindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karari, Literatir
5 Kaynagi, Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemanlarin
a2 Bilgilendirildigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:08 Tarih: 19/04/2013
E Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakaltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda gorevli Prof.Dr.Seher BASARAN‘in sorumlulugunda ve Doktora Ogrencisi
& 3 | Nihan BIiLGE SATKIN'In yaritecegi yukarida bilgileri verilen aragtirma bagvuru dosyast ile ilgilibelgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklagim ve
3 Q | yontemleri dikkate alinarak incel is, gerceklestiriimesindeetik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul lye tam sayisinin salt
SE cogunlugu ile Karar verilmistir..
iSTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU
CALISMA ESASI 19.08.2011 tarihli, 28030 sayih Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkindaki Yonetmelik
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI: Prof. Dr. A. Yagiz URESIN
a7 Arastirma ile i
Unvan/AdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet iliski * Katihm l}}./
R Far loji ve Istanbul Tip Fakiiltesi (Etik
Prof. Dr. A. Yagiz URESIN Klinik Farmakoloji Kurul Bagkani EN k0O E0 HE Em | HO ,/\rh
Prof. Dr. Berrin UMMAN Kardiyoloji ::rm":’"' Tip F"k:““' (ke E0 [km ED |pm |em [HO
Prof. Dr. Ahmet GUL Romatoloji Istanbul Tip Fakiltesi em | k0O ED (gm |E0O |um iziNLi

Dr. Sevda OZEL Biyoistatistik Biyolstatistik e0 |km |ED |um |[Em |HO

T.0. Tstanbul Tip Fakiiltesi

Prof. Dr. Oguzhan GOBAN | Néroloji Istanbul Tip Fakilitesi em (kO |EO |um |Em |[H [kj/\é

:Arastirma ile lligki

** :Toplantida Bulunma

Bu karar arastirma projesinin etik agidan degerlendirme sonucunu bildirmektedir. Klinik ilag arastirmas: projeleri igin, etik kurulu
onay: sonrasinda, Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmeligin 5/a .maddesi geregince, Saghk Bakanhgina da bagvurulmasi ve gerekli
iznin alinmasi gerekmektedir.
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