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ÖZET 
 
PREMATÜR OVARYUM YETMEZLİĞİ (POY) TANISINA YÖNELİK 
MİKRODİZİN BAZLI KARŞILAŞTIRMALI GENOMİK HİBRİDİZASYON KİTİ 
(MICROARRAY CGH) GELİŞTİRİLMESİ VE ÜRETİMİ 
 
 
Prematür ovaryum yetmezliği (POY), 40 yaş altı kadınlarda altı aydan uzun süreli, serumda 
artmış gonadotropin ve 40 U/L’den yüksek folikül uyarıcı hormon (FSH) varlığında ortaya 
çıkan erken adet kesilmesi şeklinde tanımlanır. POY’un sonucu olan dişi kısırlığı 
(infertilitesi) günümüzde düzeltilemez bir durumdur. POY ve uzun süreli östrojen eksikliği 
osteoporozun erken ortaya çıkmasına yol açabilir. Ailesel POY’un erken tanısı menopozun 
önceden tahmin edilmesine fırsat verip, embriyoların dondurulması ya da daha önceden çocuk 
sahibi olma gibi üremeyle ilgili seçeneklere olanak tanıyacaktır. POY sendromu, insanda 
folikül oluşumunu kontrol eden birden fazla genin etkili olduğu kompleks heterojenik klinik 
bir hastalıktır. Deneysel çalışmalardan elde edilen bilgilere göre bu genlerin dişi eşey 
kromozomunda POF1 (Xq26.2-q28) ve POF2 (Xq13.3-q22) lokuslarında kümelenmiş 
olabileceği tahmin edilmektedir. POF1 lokusunda FMR1, HS6ST2, TFDP3, GPC3 ile POF2 
lokusunda DIAPH2, DACH2, POF1B genleri POY aday genleri olarak tanımlanmıştır. Bunun 
yanı sıra AIRE, DAZL, FOXL2, FSHR, GALT ve TGF-β gen ailesi üyelerinden GDF9, INHα 
gibi otozomal kromozomlarda taşınan genlerdeki mutasyonların da POY’da rolü olduğu 
düşünülmektedir. Günümüzde hem daha hızlı sonuç alınabilen, hem de analiz aşamasının tam 
otomatik olarak gerçekleştirilebildiği “MicroArray” CGH yöntemi araştırmacıların 
çalışmalarını yoğunlaştırdıkları bir yöntem olarak ortaya çıkmıştır. Bu yöntem ile tüm genom 
düzeyinde kromozomal kayıp ya da artışların yüksek çözünürlükte, kısa bir sürede analizi 
mümkün kılınmaktadır.  
 
Bu tez çalışmasında, POY’a neden olan aday genlerin bulunduğu X ve otozomal 
kromozomlar üzerindeki lokusları çoklu kopyalar şeklinde içeren “microarray” CGH 
geliştirerek POY’a özgün ve mevcut teknolojilere nazaran daha hassas, kolay uygulanabilir, 
hızlı ve düşük maliyetli bu yöntemin, yaygın olarak uygulanabilmesine katkıda bulunulması 
amaçlanmıştır. Bu kapsamda, 393 “Bakteriyal Yapay Kromozom” (BAC) ve 20 “P1 fajı 
türevli Yapay Kromozom” (PAC) olmak üzere toplam 413 klona ait DNA bölgesini dörtlü 
kopya içerecek şekilde tasarlanmış, kontrol bölgeleriyle birlikte toplam 1824 spot içeren 
POY’a özgü mikroarray lamlarının üretimi gerçekleştirilmiştir. 
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SUMMARY 
 
 
DEVELOPMENT OF CGH BASED MICROARRAY KIT INTENDED FOR 
DIAGNOSIS OF PREMATURE OVARIAN FAILURE (POF) 
 
 
Premature ovarian failure (POF) is defined as amenorrhoea for more than six months in the 
presence of elevated gonadotropins and FSH serum level higher than 40 U/L, occurring 
before the age of 40. Female infertility is presently an irreversible consequence of POF. POF 
and prolonged estrogen deficiency may lead to the early onset of osteoporosis. The early 
diagnosis of familial POF will provide the opportunity to predict the likelihood of early 
menopause, and allow other reproductive choices to be made, such as freezing embryos or 
having children earlier. Premature Ovarian Failure (POF) syndrome is a very heterogeneous 
clinical disorder due probably to complex genetic networks controlling human 
folliculogenesis. Some experimental evidence suggests that these genes might be clustered on 
the female sex chromosome in the POF1 (Xq26.2-q28) and POF2 (Xq13.3-q22) loci. The 
genes such FMR1, HS6ST2, TDPF3, GPC3 in POF1 locus and DIAPH2, DACH2, POF1B in 
POF2 locus were identified as POF candidate genes. However, mutations on some autosomal 
genes like AIRE, DAZL, FOXL2, FSHR, GALT and GDF9, INHα members of TGF-β gene 
family are also estimated to play a role in POF pathology. Currently, “Microarray” CGH  
appears as a current method of investigation for mutation analysis of genes. Also, the results 
can be taken more rapidly and analysis phase can be performed full automatically with this 
method. “Microarray” CGH approach enables the analysis of whole genome range 
chromosomal losses or gains in a short time and with high-resolution.  
 
In the current study, it is aimed to develop a “microarray” CGH including multiple copies of 
POF candidate genes that exist on the X and autosomal chromosomes. Thus, it can be 
contributed prevalent applicability of this method which is more sensitive, simple applied, fast 
and low cost according to the existing technologies. For this purpose, we have designed a 
POF-specific microarray kit which consists of 413 genomic clones (393 “Bacterial Artificial 
Chromosomes” (BACs) and 20 “P1 derived Artificial Chromosomes” (PACs) ) spotted in 
four copies that contains totally 1824 spots with control regions for the each array slide.





 



 
 
 
 
 

1. GİRİŞ 

 

Menopoz Yunanca’da ay (men) ve sonlanma (pause) kelimelerinden türemiş olup, sözlük 

anlamı “son adet”tir. Adet kanamalarının kesin olarak bitmesi anlamına gelmektedir 

(Yıldırım, 1996; Ertüngealp ve Seyisoğlu, 2000). 

 

Menopoz; kadın yaşam döngüsünde üreme yeteneğinin sona ermesiyle karakterize olan 

önemli bir aşamadır. Ovaryumdaki foliküler fonksiyonun kaybıyla birlikte menstruasyonun 

kalıcı olarak sona ermesidir. Kadın sağlığını biyolojik, psikolojik ve sosyal yönden etkiler 

(Durmaz, 2005). 

 

Menopoz, genel bilinenin aksine rahimin değil yumurtalıkların işlevinin sona ermesidir. 

Yumurtalıklarda yeni yumurta oluşumu gerçekleşememekte ve hormon üretimi 

yapılamamaktadır. Yeterince östrojen ve progesteron hormonları üretiminin olmamasına bağlı 

olarak adetten kesilme gerçekleşmektedir. 

 

ABD’de kadınların ortalama menopoz yaşı 51.4’tür ve standart sapma 3.8 yıldır. Menopoz 

yaşı; ırk, sosyo-ekonomik durum, gebelik sayısı, oral kontraseptif kullanımı, eğitim, fiziksel 

özellikler, alkol tüketimi, menarş yaşı veya son gebeliğin tarihinden etkilenmemektedir. 

Sadece sigara içiminin kesin biçimde folikül tükenmesini hızlandırdığı saptanmıştır (Dechanet 

ve diğ., 2010). 

 

Türk toplumunda ise menopoz yaşı 46-48 olarak bildirilmektedir. Türkiye Menopoz Derneği 

tarafından ülkemiz genelindeki menopoz merkezlerinden elde edilen verilere bakıldığında, 

Türkiye’deki menopoz yaşının 46.7 olduğu anlaşılmaktadır. 

 

Adetten kesilme 40 yaşından erken gerçekleşmişse "erken menopoz" olarak 

tanımlanmaktadır. Tıbbi literatürde "prematür menopoz" olarak da adlandırılmaktadır. 
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Menopozun 30 yaşından daha erken ortaya çıkması durumuna ise "Prematür Ovaryum 

Yetmezliği (POY)" adı verilir. Bu şekilde yumurtalıkların çok erken dönemde tükenmesi 

kadınlarda psikolojik ve fizyolojik yönden pek çok problemi de beraberinde getirir. 

 

Menopozun laboratuvar yönünden tanımlanması için kanda Folikül uyarıcı hormon (FSH), 

Luteinleyici hormon (LH) ve östrojen hormonları değerlerine bakılır. FSH ve LH artmış, 

östrojen azalmışsa bu durum yumurtalıkların tükendiğini göstererek menopoz tanısını 

koydurur (Burger, 1994).  

 

Prematür ovaryum yetmezliği (POY), mutlaka nedenlerin araştırılması ve uygun tedavilerin 

başlanmasını gerektiren bir durumdur. Erken menopoz ve prematür ovaryum yetmezliği ile 

ilgili olarak pek çok neden ortaya sürülmekle birlikte, menopozun yaşını neyin belirlediği 

konusunda kesin bir görüş yoktur. Ailesel (kalıtımsal) özellikler, bir takım otoimmün 

hastalıklar (Cushing sendromu, tiroid hastalıkları, SLE gibi), sigara, stres, kanser tedavileri, 

diabet (şeker hastalığı) ve genetik (kromozomal) problemler sebep olarak ortaya sürülmüştür 

(Buckler, 2005 derlemesinden alınmıştır). 

 

Prematür ovaryum yetmezliği, 40 yaşın altındaki kadınlarda “hipergonadotropik 

hipogonadizm” (yumurtalığın çalışmamasına bağlı FSH hormonunun kanda artması) 

gelişmesine bağlı olarak adetin kesilmesidir. Tanısı ise en az 3 aylık oligo-amenore (adetin 

seyrelmesi ya da kesilmesi) durumu ile en az 2 kez yapılan ölçümlerde FSH hormon 

düzeyinin menopoz değerlerinde çıkması ile konulur. Tanının doğruluğu önemlidir; çünkü bu 

durum ovaryum fonksiyonlarının kalıcı olarak kesilmesini ifade eder (Günyeli, 2009 

derlemesinden alınmıştır). Gerçekte POY’lu kadınlar tanıdan itibaren 10 yıllık süre içerisinde 

aralıklı ovaryum fonksiyonu gösterebilirler (Nelson ve diğ., 2005). Öyleki tanıdan sonraki 

yıllarda bazı kadınlarda gebelik dahi gerçekleşebilmektedir (van Kasteren ve Schoemaker, 

1999). Bu durum tıbba, ilk olarak 1942 yılında Fuller Albright tarafından, “primer ovaryan 

yetmezlik” adı ile tanıtılmıştır (Albright ve diğ., 1942). 

 

 

POY sendromu, insanda folikül oluşumunu kontrol eden birden fazla genin etkili olduğu 

kompleks heterojenik klinik bir hastalıktır (Fassnacht, 2006). 
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Array-temelli karşılaştırmalı genomik hibridizasyon (array CGH), kromozomal 

dengesizliklerin yüksek çözünürlükte belirlenmesine olanak tanıyan güçlü, yeni bir 

teknolojidir. Farklı işaretlenmiş test ve kontrol DNA’larının genomik klonları içeren bir 

mikroarray üzerine birlikte hibridize edildiği bir yöntemdir.   

 

Bu tez çalışmasında, POY’a neden olan aday gen ve gen dışı bölgelerin bulunduğu X ve 

otozomal kromozomlar üzerindeki lokusları çoklu kopyalar şeklinde içeren “microarray” 

CGH geliştirerek POY’a özgün ve mevcut teknolojilere nazaran daha hassas, kolay 

uygulanabilir, hızlı ve düşük maliyetli bu yöntemin, yaygın olarak uygulanabilmesine katkıda 

bulunulması amaçlanmaktadır.  
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. PREMATÜR OVARYUM YETMEZLİĞİ (POY) 

 
Prematür ovaryum yetmezliği (POY) ilk kez 1930 yılında, adet gecikmesi ve üriner 

gonadotropin seviyelerinde meydana gelen artış olarak tarif edilmiştir (Coulam ve diğ., 1986). 

Bu tablo önceleri 40 U/L’nin üzerinde FSH seviyeleri ile ovaryumda primordiyal folikül 

yokluğu ve kalıcı sterilite olarak tanımlanmıştır (Atria, 1950; Goldenberg, 1973). Ancak 

sonraki yıllarda yapılan çalışmalar bu tanımlamayı değiştirmiştir. Rebar ve diğ. (1990) 

tarafından yapılan çalışmada, 26 POY’lu hastanın dokuzunda folikül fonksiyonu gözledikleri, 

bunlardan beşinde ovülasyon ve bir hastada ise gebelik oluştuğu bildirilmiştir. 

 

Prematür ovaryum yetmezliği (POY), 40 yaşından önce adetin kesilmesi ya da bir toplumdaki 

ortalama menopoz yaşından 2 standart sapma daha genç bir yaşta adet görmeme, cinsiyet 

hormonlarında azalma ve hipofizdeki gonadotropin adı verilen hormonlarda artma olarak 

tanımlanır (Mercan, 2005). POY, hiç adet görmeme şeklinde görülebileceği gibi (primer 

amenore), ergenlik sonrası belirli bir süre adet gördükten daha sonraki bir dönemde de ortaya 

çıkabilir (sekonder amenore) ve 40 yaşın altındaki kadınların % 1’inde görülür (Coulam ve 

diğ., 1986). 

 

Prematür ovaryum yetmezliği (POY) gibi ovaryum foliküllerinin tükenmesinden kaynaklanan 

erken menopoz ve dişi kısırlığı, kadınları etkileyen en yaygın kronik medikal koşullar 

arasında yer alır. Amerika Birleşik Devletlerinde dişi kısırlığı oranı % 13 olup, ovaryum 

fonksiyon bozukluğu bunun altında yatan en yaygın nedeni oluşturmaktadır (Kumar ve diğ., 

2007).  

 

POY olan genç kadınlarda, cinsiyet steroidlerinin eksikliği, doğal olarak menopoza giren 

kadınlarda olduğundan daha uzun sürer. Bunun sonucunda da, bu kadınlarda osteoporoz riski 

anlamlı derecede artmaktadır (Ohta ve diğ., 1996; Anasti ve diğ., 1998). Spontan POY gelişen 

ve karyotip olarak normal olan kadınların üçte ikisinde kemik mineral yoğunluğu (BMD), 
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aralıklarla da olsa standart hormon tedavisi görmüş olan kadınlarda bile, kendi yaş 

gruplarındaki sağlıklı kadınlarınkinden 1 standart sapma daha aşağıdadır (Anasti ve diğ., 

1998a). 

 

Spontan POY’un yaş ile ilişkili insidansı (sıklığı) 20 yaş için 1 / 10.000 iken, 30 yaş için 1 / 

1.000 ve 40 yaşındaki kadınlar için de 1 / 100 olarak gözlenir (Coulam ve diğ., 1986). Ailesel 

POY, tüm POY vakalarının % 4-31’ini temsil etmektedir (Torgerson ve diğ., 1997). Mozaizm 

olan olgularda fonksiyon gösteren bir miktar gonad dokusu mevcuttur. Buna bağlı olarak, bu 

olgularda değişen derecelerde cinsel gelişim ve geçici menstrual sikluslar görülebilir (Meskhi 

ve Seif, 2006).  

 

POY, epidemiyolojide primer amenore (hiç adet görmemiş) vakalarının % 10-30’undan ve 

sekonder amenore (sonradan adeti kesilenler) vakalarının % 5-20’sinden sorumludur. Ancak 

POY’lu kadınların % 90’ında sekonder amenore mevcut iken sadece % 10’unda primer 

amenore mevcuttur. POY’lu hastalarda tanıdan yıllarca sonra bile % 5-10 oranında spontan 

gebelik şansı mevcuttur (Günyeli, 2009 derlemesinden alınmıştır).  

 

Kadında POY’a doğru bir gidişe işaret eden spesifik uyarıcı bulgular bugüne kadar 

tanımlanmamıştır. Ancak hastaların yaklaşık olarak % 50’sinde, “prodromal POY” olarak 

adlandırılan bir oligoamenore ya da disfonksiyonel uterus kanaması öyküsü vardır. Olguların 

dörtte birinde ise, akut olarak ortaya çıkan amenore, gebelik ve doğumla ya da oral 

kontraseptif hapların bırakılması ile ilişkilendirilmiştir (Nelson ve diğ., 1996). 

 

Yumurtalık, üreme organı olmasının yanı sıra bir endokrin organıdır. Ovaryum yetmezliği 

sistemik etkileri olan hormonal kusurlara yol açar ve hipotiroidizm, adrenal yetersizlik gibi 

diğer endokrin kusurlarıyla bağlantılı olabilir. Dişi kısırlığının galaktozemi (Kaufman ve diğ., 

1979) ya da folikül uyarıcı hormon (FSH) reseptöründeki mutasyonlar (Aittomaki ve diğ., 

1995) gibi metabolik ve genetik nedenleri bilinmesine rağmen; primer amenore, prematür 

ovaryum yetmezliği ve polikistik ovaryum hastalığını içeren dişi kısırlık sendromlarının 

etiyolojisi çok fazla bilinmemektedir. Bu bozuklukların ovaryum temelli önemli bir kalıtsal 

unsur olduğuna inanılmaktadır (Kumar ve diğ., 2007). 
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Ovaryum yetmezliğinin ergenlik sonrası ortaya çıkışı, prematür folikül kaybı ve 

folikülogenezin durmasıyla ilişkili olan sekonder amenore ile karakterizedir (Santoro, 2003). 

Fizyolojik menopoz durumunda olduğu gibi POY’da da çarpıntı, sıcak basması, yüzün 

kızarması, gece terlemesi, anksiyete, depresyon, uyku bozukluğu, halsizlik gibi klinik 

belirtiler gözlenir (Peccoz ve Persani, 2006).  

 

Spontan POY, ovaryum yetmezliğinin kemoterapi, radyoterapi ya da cerrahi yollarla 

gerçekleşmediği anlamına gelir. Spontan POY hastasındaki herhangi bir genetik mekanizma 

ailesel etkiye (kalıtsal) sahip olabilir (Krauss ve diğ., 1987). Ayrıca, ovaryum yetmezliği olan 

kadınların % 4’ünde saptanan hastalık otoimmün nedenli (“steroidogenic cell 

autoimmunity”), bazı durumlarda da POY’un başlangıç unsuru olabilen otoimmün 

poliglandular yetmezlik sendromunun belirlenmesi kritik öneme sahiptir (LaBarbera ve diğ., 

1988). 

 

Ailesel POY’un erken tanısı menopozun önceden tahmin edilmesine fırsat verip, embriyoların 

dondurulması ya da daha önceden çocuk sahibi olma gibi üremeyle ilgili seçeneklere olanak 

tanıyacaktır. POY birikerek artan negatif etkilere sahip olduğundan erken tanı, uygun 

stratejiyi başlatma ve risk azaltımı açısından klinisyenler için önemlidir (Peccoz, 2006 

derlemesinden alınmıştır).  

 
Ailesel POY’un, X kromozomundaki yapısal bir anormallikle sonuçlandığı durumlarda 

karyotip analiziyle değerlendirilebilir (Krauss ve diğ., 1987). Ailesel POY, Frajil X Mental 

Reterdasyon genindeki (FMR1) premutasyonlarla da meydana gelebilir, bu durumun klinik 

olarak spesifik testi mevcuttur (Marozzi ve diğ., 2000). Frajil X premutasyonu anormal bir 

fenotipik karakterle ilişkili olmadığından, premutasyon taşıyıcılarının saptanması direkt 

genotip analiziyle belirlenebilmektedir (Oberle ve diğ., 1991; Rousseau ve diğ., 1991).  
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Ailesel POY hikayesi olanlara ilave olarak, ailesinde açıklanamamış mental reterdasyon, 

gelişim geriliği, demans, tremor/ataksi sendromu hikayesi olan kadınlarında genetik danışma 

alması önerilmektedir. Ailesel prematür ovaryum yetmezliğinin FSH reseptöründeki 

mutasyonlar gibi sık rastlanmayan genetik nedenlerinin belirlenmesine yönelik klinikte rutine 

girmiş genetik test bulunmamaktadır (Aittomaki ve diğ., 1995). Bahsedilen konularda ailesel 

hikayesi olmayan POY’lu kadınlar için uygun genetik değerlendirmeyi belirleyebilecek zarar 

/ yarar analizi günümüzde mevcut değildir.  

 
X kromozomundaki yapısal bozukluklar ailenin diğer üyelerini de etkileyebilir, fakat klinik 

test pahalı olmakla birlikte aile hikayesi yokluğunda verim düşük olabilmektedir. Spontan 

POY’lu kadınların yaklaşık % 6’sı FMR1 geninde premutasyon taşır ve aile hikayesi 

olanlarda risk daha da artar (Marozzi ve diğ., 2000b). 

 
Klinik açıdan testosteron kusurlu POY’lu kadınlarda bu durumun önemi açıklığa 

kavuşturulamamıştır (Doldi ve diğ., 1998). Prematür ovaryum yetmezliği olan genç 

kadınlarda kuru göz sendromu oranında artış olduğu açığa çıkarılmış, fakat mekanizması 

henüz anlaşılamamıştır (Shaw-Smith ve diğ., 2004). 

 

2.2. FOLİKÜLOGENEZ 

 
Folikülogenez, folikül olgunlaşması sürecidir ve olgunlaşmamış oosit içeren somatik 

hücrelerin yoğun bir şekilde paketlenmesi olarak da tanımlanır (Zuckerman, 1951; Zuckerman 

ve Baker, 1977). Bir kısım küçük primordiyal foliküllerin menstrual siklusa girecek olan 

ovulasyon öncesi foliküllere (preovulator folikül) gelişmesini açıklar (Şekil 2.1). 
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Şekil 2.1: Yumurtalıktaki folikül gelişimi (Shazz, 2006). 

1.  Menstruasyon 2. Folikül gelişimi 3. Olgunlaşmış folikül 4. Ovulasyon  

5. Korpus luteum 6. Korpus albikans (korpus luteumun bozulması)  

 
 
Erkeklerde sürekli devam eden spermatogenezin aksine folikülogenez, yumurtalıklarda var 

olan foliküllerin olgunlaşma aşamasında hormonal değişimleri cevaplamada yetersiz kaldığı 

durumda sonlanır. Folikül kaynağındaki bu azalma, menopozun başlangıcını işaret eder. 

 

2.2.1. Folikülogenezde Gelişim Aşamaları 

 
Folikülün primer rolü oosit taşımasıdır. İnsan, yumurtalıklarında belirli sayıda olgunlaşmamış 

primordiyal foliküllerle doğar. Bu foliküller de olgunlaşmamış benzer primer oositleri içerir. 

Folikülün tutulmasıyla folikülogenez başlar ve oositin folikülden ayrıldığı süreç olan 

ovulasyon ya da ölümle sonuçlanan büyüme periyoduna girer. Doğum sırasında yaklaşık 

1x106 olan folikül sayısı, ergenlikte 3x105 e kadar azalır. Bu azalma erişkinlikte menopozun 

başladığı 50’li yaşlara kadar devam eder (Richardson ve diğ., 1987).   
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Folikülogenez yaklaşık olarak 375 gün sürer ve 13 menstrual siklusla aynı zamanda meydana 

gelir. Süreç sürekli devam eder, bunun anlamı yumurtalık herhangi bir zamanda gelişimin tüm 

evrelerine ait folikülleri içerir ve olgun bir oosit, ovulasyon öncesi folikülden ayrıldığında 

sona erer (Şekil 2.2) (van den Hurk ve Zhao, 2005 derlemesinden alınmıştır). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2: Ovaryum yapısı (Encyclopedia Britannica, 2007) 

Farklı gelişim evrelerindeki foliküllerin kesit görüntüsü (Primordiyal foliküller olgunlaşmamış oositleri içerir, oositi bazal laminadan ayıran 
granül hücreleriyle çevrili bir tabakadan oluşur. Primordiyal foliküllerdeki granül hücreleri yassı bir tabakadan kübik yapıya değişirler, bu 
değişim primer folikül oluşumunun işaretidir. Oosit genomu aktive olur ve gen transkripsiyonu başlar. Oositin etrafında, oositi  çevresindeki 
granül hücrelerinden ayıran “zona pellusida” denilen glikoprotein polimeri olan bir kapsül oluşur. Zona pellusida ovulasyon sonrasında 
oositle birlikte kalır, sperm girişini katalizleyecek enzimleri içerir. Granül hücrelerinin etrafında ikinci bir tabakanın oluşumuyla primer 
foliküller, sekonder foliküllere dönüşür. Bu noktada folikülün mitotik aktivitesi yüksektir, önceki gibi uzun sürmez ve çok tabakalı granül 
hücreleri oluşur. Graaf folikülü ya da antral folikül olarak da isimlendirilen tersiyer folikül, antrum denilen oosit yanında sıvı kaplı girintinin 
(kavite, oyuk) oluşumuyla ortaya çıkar. Olgun folikülün temel yapısı oluşur. Dominant folikül olarak adlandırılan sadece bir folikül 
yaşamaya devam ederek hızlı büyümeye girer ve 20 mm çapına ulaşarak preovulatör folikülü oluşturur. Onüçüncü menstrual siklusun 
foliküler fazı sona ermesiyle, preovulatör folikül stigmayı geliştirir ve ovulasyon denilen süreçle kumulus hücrelerin tüm içeriğini oositle 
birlikte boşaltır. Oosit fertilizasyona gidebilecek özelliktedir ve fallop tüpleriyle uterusa taşınır. Tam olarak gelişmiş oosit (gamet) menstrual 
siklusa katılabilir.  Parçalanmış folikül, korpus luteum şeklinde değişime uğrar ve folikülogenez süreci tamamlanır). 
 
 
 

2.2.2. Hormonal Fonksiyon 

 

Folikülogenez endokrin sistem tarafından kontrol edilir. Folikülogenez düzenlenmesinde 

pozitif ve negatif feedback sürecine beş hormon katılır: hipotalamustan salgılanan 

gonadotropin-serbest bırakan hormon (GnRH, gonadotropin-releasing hormone), FSH ve LH 
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olmak üzere iki gonadotropin ile östrojen ve progesterondur (Chappel, 1991; Zafeiriou, 2000; 

Caglar, 2005). (Şekil 2.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.3: Folikülogenez düzenlenmesinde rol alan pozitif ve negatif feedback yolu (Women’s Health-
Future Medicine Ltd, 2009) 

Bu süreçte yer alan hormonlar: GnRH, FSH, LH, Östrojen, Progesteron. 
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GnRH, hipofiz bezinin ön kısmından FSH ve LH salınımını uyararak daha sonraki aşamada 

folikül büyümesi üzerine uyarıcı etki yapar (bu etkiyi hemen gerçekleştirmemesinin nedeni, 

sadece antral foliküllerin FSH ve LH’a bağımlı olmasıdır). Teka hücreleri, tersiyer folikülü 

oluşturduğunda östrojen miktarında keskin bir artış gözlenir (teka türevli androjen, granüloza 

hücreleri tarafından aromatize edilerek östrojene dönüştürülür) (Liu ve Hsueh, 1986). 

 

Yüksek miktardaki östrojen, gonadotropinler üzerinde zıt bir uyarma etkisine sahiptir. LH ve 

FSH yükselmeye başlar. Daha fazla östrojen salgılanmasına bağlı olarak teka hücreleri 

tarafından daha fazla miktarda LH reseptörleri yapılır. Bu durum teka hücrelerinin östojeni 

azaltmak amacıyla fazla miktarda androjen oluşturmak için teşvik edilmesine yol açar. Bu 

pozitif feedback LH seviyesinde ani yükselişe neden olur ve bu yükselme ovulasyonu sağlar 

(Fraser ve Bouchard, 1994 derlemesinden alınmıştır).  

 

Ovulasyonu takiben LH, korpus luteum oluşumunu uyarır. Ovulasyon sonrasında östrojen 

negatif uyaran düzeyine düşer, FSH ve LH konsantrasyon düzeyinin korunmasında görev 

yapar. Korpus luteumdan salgılanan inhibin de FSH inhibisyonuna katkıda bulunur (Tsonis ve 

diğ., 1986). 

 

Endokrin sistem menstrual siklusla aynı döneme denk gelir ve normal folikülogenez süresince 

13 siklusa gider (onüç LH artışı). Bununla birlikte, koordineli enzim sinyali ve hormonal 

reseptörlerin zamana bağlı anlatımı folikül büyümesinin erken dönemdeki ani yükselişlerden 

etkilenmemesini sağlar (Filicori ve diğ., 1984). 
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2.3. POY NEDENLERİ (ETİYOLOJİSİ) 

 
POY’un ortaya çıkmasında rolü olduğu düşünülen pek çok olası gen tanımlanmış olmasına 

rağmen, POY’un nedeni büyük ölçüde anlaşılamamıştır (idiyopatik). Bu idiyopatik form da 

sporadik ve ailesel POY formunu gösterebilir. POY’a yol açan farklı nedenler şu şekilde 

sıralanabilir: kromozomal ve genetik anomaliler, otoimmün hastalıklar, viral infeksiyonlar ve 

iyatrojenik tedavi (örneğin pelvik cerrahi, kemoterapi, radyoterapi gibi). Ancak, olguların 

önemli bir kısmında, herhangi bir etiyolojik faktör tanımlanamamaktadır (Rebar ve Cedars, 

1992). Başlangıçtaki folikül havuzunun küçük olması ve/veya graaf foliküllerinin uygun 

olmayan lüteinizasyonu, spontan POY’un nedenleri olarak ileri sürülmüştür (Duncan ve diğ., 

1993; Nelson ve diğ., 1994). 

2.3.1. İyatrojenik POY (cerrahi, kemoterapi, radyoterapi) 

POY’a neden olan en önemli ilaç grubu kanser tedavisinde kullanılan kemoterapötik 

ilaçlardır. Özellikle lösemi ve lenfoma tedavisinde kullanılan alkilleyici ajanlar olarak 

adlandırılan kemoterapötik ilaçlar POY’un en sık nedenidirler. Kemoterapi sonrasında yapılan 

over biyopsilerinde, primordiyal foliküllerde belirgin azalma görülür (Familiari ve diğ., 1993; 

Larsen ve diğ., 2003). Kemoterapi sonrası bazen yumurtalık fonksiyonları geri dönebilir. 

Kemoterapi sonrası oluşan gebeliklerde gebelik kaybı veya anomali riski normale göre daha 

yüksektir.  

 

Genel olarak, daha genç olan kadınlar, kemoterapötiklerin etkilerine karşı daha fazla 

dirençlidirler (Koyama ve diğ., 1977), ergenlik öncesi dönem ise overlerde gonadotoksisitenin 

en az görüldüğü dönemdir (Beerendonk ve Braat, 2005).  Siklofosfamid, metotreksat ve 

fluorourasil kombinasyonundan oluşan bir tedavi rejimini takiben amenore görülme olasılığı, 

40 yaşın üzerindeki kadınlar için % 76, 40 yaşın altındakiler için ise % 40 olarak verilmiştir 

(Bines ve diğ., 1996). 

 

Benzer şekilde, radyoterapinin de önemli etkileri olduğu bildirilmektedir. Eğer her iki overe 

de radyoterapi uygulanmış ise gonadotoksisite daha belirgindir (Schuck ve diğ., 2005). 

Radyasyonun overlere etkisi, yaşa ve doza bağlı olarak değişmektedir. 600 cGy ve üstü 

dozların 40 yaş ve üzerindeki kadınlarda kişisel farklılıklar göstermekle birlikte POY’a neden 
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olabileceği bildirilmiştir (Morris ve Shalet, 1990; Thibaud ve diğ., 1992) . Tedavinin hemen 

ardından hastaların % 97.5’inde ortaya çıkan POY’daki fraksiyone radyoterapi efektif 

kısırlaştırıcı dozu, yaşla birlikte azalır (Wallace ve diğ., 2005).  

 

Pelvik radyoterapi öncesinde cerrahi olarak overlerin radyoterapi sahası dışına taşınmasının 

başarılı olduğuda bildirilmektedir (Thibaud ve diğ., 1992). Operasyonla rahimi alınan 

hastalarda da yumurtalık kan akımının bozulmasına bağlı olarak POY oluştuğuna dair veriler 

bulunmaktadır (Mercan, 2009 derlemesinden alınmıştır). 

 

Çocukluk çağı kanserlerinin tedavisinde yüksek doz kemo- ya da radyoterapi uygulaması, 

ergenliğin gecikmesi, tam olmaması ya da hiç olmaması gibi ciddi sonuçlar doğurabilir 

(Muller, 2002). 

 

Günümüzde kemoterapi ve radyoterapinin neden olduğu POY’u engellemek ve fertilizasyonu 

korumak amacıyla over dokusu kriyoprezervasyon ve otolog transplantasyonu denenmektedir. 

Oktay ve diğ. (2001) yaptıkları çalışmada, iki vakaya kanser cerrahisi ve pelvik radyoterapi 

öncesinde overin kriyoprezervasyonunu takiben 6-10 ay içerisinde ön kol cilt altı dokusuna 

otolog ovaryum transplantasyon uygulanmış ve premenopozal serum östradiol, FSH ve LH 

seviyeleri elde ettiğini bildirmiştir. 

2.3.2. Otoimmün POY 

 
Otoimmünite vücudun kendi hücrelerini yabancı görerek yok etmesi olarak tanımlanabilir. 

Otoimmün ooforit, önemli bir POY nedenidir, olguların % 10-30’unda görülür (Nelson ve 

diğ., 1996).    

 

Otoimmün lenfositik ooforite, sıklıkla, periferik T hücre aktivasyonu da eşlik etmektedir 

(Nelson ve diğ., 1991). Lenfosit infiltrasyonunun, olgun foliküllerde daha belirgin olması, 

otoantijen sentezinin gonadotropin bağımlı olduğunu düşündürür (Irvine ve diğ., 1968). Bu 

nedenle otoimmün nedenli POY olan kadınların yıllık olarak bu hastalıklar yönünden de 

taranması gerekir. 
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POY, otoimmün poliglandüler sendrom (autoimmune polyglandular syndrome-APS)’un bir 

bileşeni olarak, Addison hastalığı, insülin bağımlı diabetes mellitus (IDDM) ve hipotiroidi ile 

birlikte karşımıza çıkabilir. APS tip I, otozomal resesif geçişli olup, kromozom 21q22.3’de 

lokalize tek bir genin defekti nedeniyle oluşur ve insan lökosit antijeni (HLA) ile ilişkisi 

yoktur (Nagamine ve diğ., 1997). 

 

APS tip I, otoimmün poliendokrin-kandidiazis-ektodermal distrofi (autoimmune 

polyendocrine-candidiasis-ectodermal dystrophy APECED) olarak da bilinir ve olguların % 

60’ında POY ile birliktedir (Wheatcroft ve Weetman, 1997). APS tip II, (Schmidt sendromu) 

ise Addison hastalığı, insülin bağımlı diabetes mellitus (IDDM), hipotiroidi ve POY’u 

kapsayan bir bozukluktur. 

2.3.3. Galaktozemi 

Galaktozemi, galaktoz-1-fosfat üridil  transferaz enziminin eksikliğine bağlı olarak ortaya 

çıkar. Nadir görülen otozomal resesif geçişli bir bozukluk olup, kromozom üzerindeki yeri 

9p13 olarak belirlenmiş olan GALT genindeki mutasyona bağlıdır (Laml ve diğ., 2002; Forges 

ve Monnier-Barbarino, 2003). Bu hastalarda galaktoz ve metabolitlerinin vücutta birikmesi 

sonucunda hepatoselüler, oküler, renal ve nörolojik hasarlar gözlenmektedir. Galaktozemiye 

yönelik yapılan çalışmalarda, galaktozemide biriken galaktoz ve metabolitlerinin oositler 

üzerine de toksik etki yaparak prematür destrüksiyona (tahribata) yol açtıkları bilinmektedir 

(Chen ve diğ., 1981). 

 

Bazı hayvan modellerinde, gebe farelere yüksek galaktoz içeren diyet verilmiş ve premayotik 

dönemde fetal oosit sayısında azalma olduğu bildirilmiştir (Chen ve diğ., 1981). Takip eden 

çalışmalarda POY’lu olgularda yapılan over biyopsilerinde primordiyal foliküllerin 

bulunduğu ancak foliküler büyüme ve gelişmede anormallikler olduğu bildirilmiştir (Levy ve 

diğ., 1984). 

 

Galaktozeminin kabul edilen bir diğer etkisi de gonadotropinlerin glikolizasyonunun 

etkilenerek biyolojik aktivasyonlarının azalmasıdır. Özellikle FSH ve izoformlarının bu 

hastalarda nötral bir izoelektrik değere sahip oldukları ve FSH reseptörlerine afiniteleri yeterli 



 15 

düzeyde olsa da adenilat siklaz aktivasyonlarının yetersiz kaldığı bildirilmektedir (Prestoz ve 

diğ., 1997). 

 

Yapılan çalışmalarda galaktozemili 47 kadının % 81’inde POY geliştiği tespit edilmiş ve 

bunların yaklaşık % 83’ünün sekonder amenore şikayeti ile tanı aldığı bildirilmiştir 

(Waggoner ve diğ., 1990). 

2.3.4. Enzim Eksiklikleri 

Enzim eksiklikleri östrojen sentez bozuklukları ve ergenlikte gelişim bozukluklarına neden 

olarak, primer amenore ve ovaryum yetmezliğine sebep olabilmektedir (Yanase ve diğ., 

1990). 

 

Androjenlerin östrojene dönüşümünü katalizleyen aromataz enzim eksikliğinin, 24 ve 28 

yaşlarındaki erkek ve kız kardeşte cinsiyet karakterleriyle ilişkili klinik ve histolojik 

bozukluklara neden olabileceği bildirilmiştir (Morishima ve diğ., 1995). Kolesterol desmolaz 

enziminin eksikliği, steroid hormon sentezinin bozulmasına yol açar. Bu durumda, hastalar 

nadiren erişkinliğe kadar hayatta kalabilirler (Zachmann, 1995). 17α-hidroksilaz enziminin 

eksikliği ise hem adrenal hem de gonadal steroid hormon sentezini bozmaktadır. 17α-

hidroksilaz eksikliğinde hastalarda hipertansiyon, hipokalemi ve ovaryan yetmezlik ile 

ovaryan-adrenal steroid sentezinde bozukluklar gözlenmiştir (Kater ve Biglieri, 1994). 17α-

hidroksilaz enzimi kusurlu kadınların primer amenore ile karakterize olduğu belirtilmiştir 

(Rabinovici ve diğ., 1989). İzole 17-20 desmolaz eksikliği olan hastalarda ise, adrenal 

fonksiyon normal olmasına karşın, over yetmezliği söz konusudur. 17-20 desmolaz 

eksikliğinin tek başına POY’a yol açabileceği bildirilmektedir (Bachelot ve diğ., 2005). 

2.3.5. Gonadotropin ve Gonadotropin Reseptör Bozuklukları 

Sekonder cinsiyet karakteristikleri iyi gelişmemiş, primer amenore ve infertilesi olan bir 

hastada, FSH’ın β alt biriminde mutasyon gösterilmiştir (Toledo ve diğ., 1996). FSH’ın 

reseptörlerine bağlanmasında bozukluk oluşturan bu durum, folikül gelişiminin yetersiz 

olmasına yol açar. Bu durumda dışarıdan verilen FSH  ile yumurta üretimi ve gebelik geliştiği 

bildirilmiştir (Matthews ve diğ., 1993).  
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FSH reseptör genindeki mutasyonun da hipogonadotropik primer amenore nedeni olabileceği 

bildirilmiştir (Aittomaki ve diğ., 1995; Sundblad ve diğ., 2004). Bu gen açısından heterozigot 

olan kadınların fertil olup, değişen düzeylerde sekonder cinsiyet karakteristiklerine sahip 

oldukları ve over biyopsilerinde primordiyal folikül varlığı gösterdikleri bildirilmiştir 

(Aittomaki ve diğ., 1996). Bu durum, otozomal resesif geçiş gösterir (Simpson ve diğ., 1971). 

 

LH reseptörünü sentezleyen genlerdeki mutasyonlar da POY’a yol açabilir (Latronico ve diğ., 

1996). Bu durumda amenore, normal sekonder cinsiyet karakteristikleri ve normal ya da orta 

düzeyde artmış FSH düzeyleri gözlenir. Over biyopsilerinde ise yalnızca primordiyal, 

preantral ve antral foliküller vardır ancak; preovulatör foliküller, korpus luteumlar ya da 

korpus albikanslar ile ilişkili herhangi bir bulgu yoktur (Toledo ve diğ., 1996). 

2.3.6. Kromozomal ve Genetik Bozukluklar 

Amenore ile başvuran genç kadınların % 25’inde POY görülür. POY olan kadınların % 5-

30’unda ailedeki diğer bir dişi bireyinde etkilendiği görülür. Bu olgularda kalıtım tipi, X’e 

bağlı dominant-resesif ya da otozomal dominant-resesif olabilir. 45,XO karyotipine sahip 

fetuslarda (Turner sendromu), overlerin uterusda gelişimi normaldir. Ancak, doğumdan sonra, 

ikinci X kromozomunun yokluğu nedeni ile, POY’a yol açan hızlanmış bir foliküler atrezi 

görülür (Singh ve Carr, 1966; Migeon ve Jelalian, 1977). X kromozomunun tam yokluğundan 

daha sık olarak karşımıza çıkan durumlar ise, mozaizm olarak adlandırılan 45, XO / 46, XX ; 

46, XX / 47, XXX genetik yapılarıdır (Sarto, 1974). 

 

İnsan X kromozomu üzerindeki X inaktivasyon merkezi, Xq13 bölgesinde lokalizedir (Brown 

ve diğ., 1991). Bu bölgeye yakın bir delesyon ya da yeniden düzenlenme X inaktivasyon 

merkezini etkileyebilir ve bireyde hafif bir Turner benzeri görünüm oluşturabilir (Powell ve 

diğ., 1994). İnsan X kromozomu üzerindeki diğer kritik bölgeler Xq13-q22 ve Xq22-q26 

bölgeleridir (Therman ve diğ., 1990). Xq21.3-q27 bölgesinde bulunan POF tip I geni, overin 

işlevi açısından önemlidir (Ahonen ve diğ., 1988). Bunların dışında, POY ile ilişkili olduğu 

düşünülen diğer genlere dair kanıtlar da literatürde yer almaktadır (Bondy ve diğ., 1998; 

Murray, 2000; Luoma ve diğ., 2004; Kok ve diğ., 2005). 
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2.4. POY GENETİĞİ 

POY sendromu, insanda folikül oluşumunu (folikulogenez) kontrol eden kompleks genetik ağ 

nedeniyle heterojenik bir klinik hastalıktır. Deneysel çalışmalardan elde edilen bilgilere göre 

bu genlerin dişi eşey kromozomunda POF1 (Xq26-q28) ve POF2 (Xq13.3-q22) bölgelerinde 

kümelenmiş olabileceği tahmin edilmektedir (Fassnacht ve diğ., 2006) (Şekil 2.4). 

 
 
 
 
 
  
 
 

 

Şekil 2.4: İnsan X kromozomuna ait G-Bantlı yapısal görünüm (Fassnacht ve diğ., 2006) 

Kromozomun sol tarafında POF1 ve POF2 bölgelerinin kromozomal lokasyonları gösterilmektedir. Sağ tarafta ise literatüre göre 
haritalanmış aday POY genleri yer almaktadır. 
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2.4.1. Dişi Fertilitesini Etkileyen Yapısal X Kromozomu Değişiklikleri 

 

X kromozomunun kısa kolundaki delesyonlar primer amenore ile sonuçlanırken; uzun 

kolundaki delesyonlar ise primer ya da sekonder ovaryum yetmezliği ile sonuçlanmaktadır 

(Sybert ve McCauley, 2004). Sekonder ovaryum yetmezliği, normal ergenlik sonrasında 

foliküler disfonksiyon ve folikülün erkenden tüketimi ile karakterizedir (Anasti, 1998). 

 

POY hastalarında X-kromozomu ile otozomal translokasyonların kırılma noktalarının 

haritalanmasıyla Xq’da POF1 (Xq26-q28) ve POF2 (Xq13.3- q22) olmak üzere iki önemli 

bölge belirlenmiştir. POF1 lokusundaki distal (telomere yakın) delesyonlarda 24-39 yaşlarda 

POY gelişirken (Krauss ve diğ., 1987, Tharapel ve diğ., 1993), POF2 lokusundaki 

translokasyonlarda 16-21 gibi daha erken yaşlarda POY gelişmektedir (Powell ve diğ., 1994). 

 

Xq delesyonları incelendiğinde POY’a neden olan mekanizmalardan birinin “gen dozaj 

etkisi”; yani X inaktivasyonundan kaçan genlerin anlatımının yapılmaması (haploid 

düzeydeki yetmezliği) olabileceği belirtilmiştir (Sala ve diğ., 1997). POY’a neden olan  bir 

diğer mekanizmanın ise; normalde X inaktivasyonundan kaçmamış genlerin X kromozomu 

üzerinde kırılma noktasında yer almaları nedeniyle translokasyon sonucu hasara uğraması 

şeklinde açıklanmaktadır. Bununla birlikte, her iki tip Xq düzenlenmesinde de  (delesyon / 

translokasyon),  genlerin haploid düzeydeki yetmezliği (“haploinsufficiency”) her iki X 

kromozomunun da aktif olduğu oogenezin çok erken aşamalarında aktif konumdadır (Powell 

ve diğ., 1994). 

 

POY’a neden olan Xq delesyonları q13-q28 arasındaki bölgeyi kapsamaktadır. Bulgular da bu 

kromozomal bölgenin normal ovaryum fonksiyonu için kritik öneme sahip olduğunu 

göstermektedir. Bu hipotez, Xq21-27 ve Xq26-qter bölgerinde kalıtımsal farklı delesyonları 

taşıyan POY’lu kadınlar üzerinde yapılan ailesel çalışmaların sonuçlarıyla desteklenmiştir 

(Krauss ve diğ., 1987; Veneman ve diğ., 1991; Tharapel ve diğ., 1993). Davison ve diğ. 

(1998) tarafından yapılan çalışmada POY hastası olan proband (ailede ilk teşhis konulan) 

kadın ve annesinin Xq26.2 delesyonu taşıdığı tanımlanmıştır.  
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POY fenotipinin ortaya çıkmasına yönelik, ovaryum gelişimi ve/veya oogenezde rol alan pek 

çok genin dengeli translokasyon sonucu çalışmaz hale gelmesi şeklinde açıklamalar 

mevcuttur (Sala ve diğ., 1997). Ovaryum disgenezi (gelişim anormalliği), büyük çoğunlukla 

XO genotipine sahip kadınlar ile Xq kolunda büyük delesyon bulunan kadın bireylerde 

tanımlanmıştır. Xq-otozom translokasyonuyla ilişkili POY’da da benzer durum bildirilmiştir 

(Schmidt ve Du Sart, 1992). Kromozomdaki yapısal değişim, normalde her iki X 

kromozomunda aktif olan genin (ya da genlerin) fonksiyonel açıdan hemizigot olmasına yol 

açarak yüksek dozaj gereksinimini ortaya çıkarmaktadır (Sala ve diğ., 1997).   

 

Marozzi ve diğ.’nin (2000) yer aldığı çalışmada Xq delesyonu, potansiyel POY nedenleri 

arasında en önemlisini oluşturmaktadır. Analizi yapılan tüm vakalarda yeniden düzenlenen X 

kromozomunun inaktivasyona uğradığı saptanmıştır. POY’a neden olan bu durumun 

moleküler mekanizması temel olarak, delesyona uğrayan bölge içerisinde yer alan genlerin 

“haploid düzeydeki yetmezliği ve X inaktivasyonundan kaçışı” olarak açıklanmaktadır. POY 

oluşumunu etkileyen diğer bir faktör olarak da, normalde X inaktivasyonundan kaçan Xp 

üzerinde yer alan genlerin “dozaj etkisi” ve translokasyona uğramış otozomal segmentlerin 

belirli dokularda “tamamlanmamış inaktivasyonu” sayılmaktadır (incomplete inactivation) 

(Marozzi ve diğ., 2000a). 

  

2.4.1.1. POF1 Bölgesi (Xq26.2 – q28, OMIM: 311360)  
 
POY sendromlu hastalarda 20 yılı aşkın süreyle X kromozomunun uzun kolunda belirlenen 

küçük delesyonlar, X kromozomunda uzun kolun uç kısmında bulunan insan 

folikülogenezinden sorumlu  bir bölgenin varlığını ortaya çıkarmıştır (Xq26-qter), (Fitch ve 

diğ., 1982). 6 POY hastasında problarla yapılan moleküler delesyon analizinde POF1 bölgesi 

Xq26.2-q28 aralığında belirlenmiştir (Marozzi ve diğ., 2000a). POF1 dizisinin 22 Mb 

boyunda ve dizi analizine göre 190 gen içerdiği bilinmektedir. 
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FMR1 geni (Frajil X Mental Retardasyon 1), Xq27.3’de yer alan en önemli POF1 aday 

genidir (Sullivan ve diğ., 2005). 38 kb boyunda ve 17 ekzondan oluşmuş 4.4 kb’lık transkripti 

kodlar. Terminal ekzonların alternatif kırpılmasıyla FMR1 protein (FMRP) izoformları 

oluşturulur (O’Donnell ve Warren, 2002). 

  

Martin-Bell sendromu ya da marker X sendromu olarak da adlandırılan frajil X (kırılgan X) 

sendromunun altında yatan neden, Xq27.3 gen bölgesinde bulunan ailevi mental retardasyon 

(FMR1) geninde oluşan bir değişmedir (Sala ve diğ., 1997). Hastalardaki klinik bulgular 

arasında  otizm, dikkat eksikliği sendromu (ADD /ADHD), hiperaktivite bozukluğu, bağ doku 

bozuklukları ve konvülziyonlar sayılabilir. Mozaizm durumunda da benzeri değişiklikler 

görülmekle birlikte bunlardaki bulgular daha hafiftir ve daha zor tanınırlar (NICHD, 2004). 

 

Frajil X sendromu, FMR1 geninin ekzon 1’ deki 5’ anlatım yapmayan bölgede (5’ UTR), 

CGG üçlü nükleotid tekrarındaki artışla meydana gelir (Verkerk ve diğ., 1991; Brown, 2002). 

Normal bireyler genellikle 5-54 arasında üç nükleotid tekrarına sahipken, tam etkilenmiş 

bireyler >200 CGG tekrarına sahiptirler. Frajil X premutasyon allelleri, 55-200 arasındaki 

CGG tekrarıyla tanımlanır ve gelecek nesillerde tekrar sayısının artışıyla tam mutasyona 

dönüşme riski taşır. Bir nesilde tam mutasyona dönüştüğü bilinen en küçük CGG tekrar sayısı 

59 olarak bildirilmiştir (Nolin ve diğ., 1996; Sherman, 2002).  

 

POY’lu 147 hasta tarandığında tam mutasyonlu hastaya rastlanmamışken, 6 kadının 

premutasyonlu olduğu saptanmıştır (Sherman, 2000). Premutasyon taşıyıcısı kadınların 

yaklaşık %20’sinde POY meydana geldiği gösterilmiştir (Schwartz ve diğ., 1994; Allingham-

Hawkins ve diğ., 1999). POY genel populasyonun ~%1’inde görülürken, POY’lu kadınlarda 

yapılan FMR1 taraması sonucunda ~%6’sının premutasyon için pozitif olduğunu ortaya 

koymuştur (Giovannucci Uzielli ve diğ., 1999; Marozzi ve diğ., 2000b). Premutasyonlu 

kadınlarda yapılan çalışmalarda, POY gelişmeden önceki dönemde FSH düzeylerinde artış 

saptanmıştır (Braat ve diğ., 1999; Murray ve diğ., 2000b). Premutasyonlu kadınların POY için 

yüksek risk taşıdıklarından aile planlaması için kapsamlı ve zamanında genetik danışma 

almalarında fayda vardır. Tüp bebek seçeneğini deneyecek aileler için yumurta rezervi 

azalmış kadınlarda preimplantasyon genetik tanı (PGT) güç ve kimi zamanda imkansız 

olabilmektedir (Hagerman, 2002). Hundscheid ve diğ. (2000) de çalışmalarından elde edilen 
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ilk verilere göre POY’lu premutasyon taşıyıcısı kadınlarda premutasyonun babadan 

kalıtıldığı, Vianna-Morgante ve Costa (2000) ve Sherman (2002) derlemesinde yer alan 

verilere göre de anne ve babadan kalıtımın POY ile ilişkili olduğuna yer verilmiştir. 

 

FMR1 gen anlatımı çalışmaları, premutasyon aralığındaki CGG artışlarının premutasyon 

taşıyıcılarında gen anlatımının bozulduğuna kanıt oluşturmaktadır (Şekil 2.5). Frajil X 

Sendromunun klinik açıdan şiddeti, periferik kan lenfositlerindeki FMR1 protein (FMRP) 

değerlerindeki düşüşle ilişkili bulunmuştur (Tassone ve diğ., 1999). Tam mutasyon aralığında 

(>200 CGG tekrarı), azalan protein düzeyinin ( ya da protein yokluğu) FMR1 genindeki 

hipermetilasyon ve sessizleşmesi sonucunda gerçekleştiğine inanılmaktadır (Oberle ve diğ., 

1991; Pieretti ve diğ., 1991). Premutasyon aralığında ilginç olarak azalan FMRP düzeyine 

rağmen, FMR1 gen transkripsiyonunda azalma görülmez (Şekil 2.5.). Tam tersine 

premutasyon aralığında mRNA düzeylerinde artış gözlenmektedir, özellikle erkeklerde 

premutasyon oranı normalden üst düzeye çıktıkça (>100 CGG tekrarlarında) 5-10 kat artış 

göstermektedir (Tassone ve diğ., 2000b). Artan mRNA düzeyine karşın FMRP azalışı, 

translasyon etkinliğindeki azalmanın öncelikle protein düzeyindeki azalmadan sorumlu 

olduğunu, bu durumun artan mRNA düzeyinin transkripsiyonda dengeleyici uyaran rol 

oynadığını göstermektedir (Tassone ve diğ., 2000b).  
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Şekil 2.5: Normal, premutasyonlu ve tam mutasyonlu bireylerde FMR1 gen anlatım modelleri 
(Hagerman, 2002). 

CGG tekrarları sarı renkte gösterilmiştir. Premutasyon aralığında; artan mRNA düzeyine rağmen, FMRP düzeyinde azalış görülmektedir. 

 

 

Translasyondaki (gen anlatımı) kusurun çıkış noktası tam olarak bilinmemekle birlikte, FMR1 

mRNA’sı 5’UTR bölgesinde yer alan artmış CGG tekrarlarından kaynaklanabileceği tahmin 

edilmektedir (Ashley ve diğ., 1993). Artış gösteren CGG tekrarlarının kararlı bir yapı 

oluşturarak translasyonun başlamasını bloke edebileceği yönünde görüşler vardır. Nitekim 

tetrahelikal CGG tekrarları, DNA oligomerlerinde gözlenmiştir (Weisman-Shomer ve diğ., 

2000). Bununla birlikte in vivo 5’UTR bölgelerinde benzer yapıların oluştuğuna ya da artış 

gösteren CGG tekrarlarının ribozomal birimlerin (subunit) hareketini bloke ettiğine yönelik 

direkt kanıt bulunmamaktadır. 

 

Her 250 kadından ve her 800 erkekten birinin Frajil X premutasyonunun taşıyıcısı olduğu, 

tam mutasyon görülme sıklığının ise kadınlarda 1/4000-6000, erkeklerde 1/3600 olduğu 

düşünülmektedir (Fast ve Abrams, 2006). Bu durumda, nedeni bilinmeyen POY olgularının, 

FMR1 geni için taşıyıcı olma olasılığı 1/50 olarak hesaplanmaktadır. POY olan ve ailesinde 

POY öyküsü olan kadınlarda bu olasılık 1/15’e kadar çıkmaktadır (Bussani ve diğ., 2004). 

 

Frajil X premutasyonu, sporadik olarak da ortaya çıkabilir (Bussani ve diğ., 2004).  Frajil X 

premutasyon genini taşıyan kadınların % 20-28’inde POY görülür ve bu olguların yardımcı 

üreme tedavilerine verdikleri yanıt iyi değildir. Bu kadınlar, ayrıca, tam mutasyonlu çocuklara 

sahip olma riskini taşırlar. Frajil X tam mutasyonu olan kadınlarda POY sık olmamakla 

birlikte, erken menopoza girme eğilimi söz konusudur (Fast ve Abrams, 2006).  

 

46,X,delX(q26) karyotipine sahip POY ailesinde yapılan moleküler kırılma noktası analizine 

göre üç aday POY geni daha aydınlatılmıştır: Heparan Sülfat 6-O-Sülfotransferaz 2 

(HS6ST2), Transkripsiyon Faktör DP Ailesi, üye 3 (TDPF3), Glipikan 3 (GPC3) (Davison ve 

diğ., 2000). 
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HS6ST, heparan sülfatın N-sülfoglukozamin alt birimi 6. pozisyonuna 3’-fosfoadenozin 5’-

fosfosülfatdan sülfat transferini katalizler. Heparan sülfat proteoglikanları (HSPG) hücre 

yüzeyinde ve ekstraselüler matriksde her zaman mevcuttur. Heparin bağlı büyüme faktörleri, 

ekstraselüler matriks bileşenleri, proteaz inhibitörleri ve lipoprotein lipaz gibi farklı 

proteinlerle etkileşim halindedirler. HSPG hücre gelişimi, çoğalma, farklılaşma, adezyon, 

migrasyon gibi morfolojik düzenlemede ve viral enfeksiyon, kan pıhtılaşması gibi fizyolojik 

durumlarda da rol alır (Davison ve diğ., 2000).  

 

Heparan sülfat, fibroblast büyüme faktörlerinin reseptörlerine ve diğer büyüme faktörlerine 

yüksek afinitede bağlanabilmesi için gereklidir. Farklı sülfotransferazların, morfolojik 

düzenlenmeyi ve hücre büyüme faktörlerini etkileyerek heparan sülfatın uygun yapısını 

bozduğu (etkilediği) varsayılmaktadır. Yumurtalıkta fazlasıyla gerekli olan foliküler büyüme 

faktörlerinin, HS6ST geninin bloke edilmesiyle inhibe olduğu ve heparan sülfat ligandına 

bağlanmasını etkilediği düşünülmektedir (Davison ve diğ., 2000).  

 

Proteoglikanların sülfürlenmesinin (sulfation) önemli rolü Drosophila oositinde gösterilmiştir 

(Sen ve diğ., 1998). HS6ST’ye benzer bir enzimin folikül hücrelerinde anlatımı yapılır, 

oositin oluşum mekanizması ve embriyonik polaritede önemli rol oynar. İnsan oositinde de 

benzer rol, HS6ST tarafından gerçekleştirilir. HS6ST geni, Drosophila geni egl ile 

karşılaştırıldığında bu genin oosit mikrotübül polaritesinde gerekli olduğu ortaya çıkmıştır. 

İmmünopresipitasyon çalışmaları, egl proteinin oosit farklılaşmasından embriyo aksisinin 

belirlenmesine kadar oogenezin tüm aşamalarında oositte lokalize olduğunu göstermektedir 

(Mach ve Lehmann, 1997). 

 

HS6ST geni POF1 lokusunda kırılma noktasına yakın yerde tanımlanmış önemli aday POY 

genlerinden biridir. HS6ST geni, dört ekzondan oluşmaktadır ve delesyonlara ilaveten 

translokasyonlarla da aktivitesi engellenebilir. Bunun dışında, fertilitede önemli rolü olan ve 

Drosophila oositlerinde sülfotransferaz aktivitesi kanıtlanan Drosophila egl geniyle güçlü 

benzerlik göstermektedir (Davison ve diğ., 2000).  

 

Glipikan 3 (GPC3),  glipikan ailesinin bir üyesidir, 500 kb boyutunda 8 ekzondan oluşan bir 

gendir ve insanda Xq26 da yer aldığı FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) yöntemiyle 

haritalanmıştır (Pilia ve diğ., 1996; Shen ve diğ., 1997). GPC3 anlatımı embriyoda yüksek 
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miktarda yapılırken yetişkinlerin kolon ve yumurtalığında sınırlandırılmıştır. GPC3’ün MCF-

7 meme kanseri hücrelerinde in vitro koşullarda apoptozu teşvik ettiği ve yumurtalıkta tümör 

supresör olarak rol aldığı gösterilmiştir (Lin ve diğ., 1999). Bununla birlikte GPC3’ün normal 

yumurtalıkta apoptoz düzenlenmesinde yer aldığına yönelik kanıt bulunmamaktadır.  

 

GPC3 genindeki mutasyonlar “Simpson dysmorphia sendromundan (SDYS)” sorumludur  ve 

X’e bağlı resesif olarak kalıtılır (Simpson ve diğ., 1975). Bu sendromun fenotipik etkileri; 

normal zekayla birlikte genel olarak kısa boylu tıknaz görünüm, geniş çıkıntılı çene yapısı, 

geniş burun köprüsü, büyük dil, küçük el ve parmaklar ya da ileri seviyede yarık damak, 

kardiyak anomaliler, mental retardasyon görülür. Ovaryum üzerindeki etkileri bakımından, 

hastalıktan etkilenmiş dişi bireyler üzerinde yapılan çalışmada herhangi bir yan etkiden 

bahsedilmemiştir (Pilia ve diğ., 1996). GPC3 mutasyonu bakımından heterozigot olan bir 

annenin ovaryumunda kusurlu gelişim bozukluğu saptanmamıştır, fakat bu vakada daha 

sonradan erken menopoz gerçekleşip gerçekleşmediği bilinmemektedir (Golabi ve Rosen, 

1984). GPC3 POF1 lokusu içinde yer alan multi-ekzonlu bir gen olmasına rağmen, POY 

olgulu vakalarda GPC3 mutasyonuna bağlı fenotipik karakterler görülmemektedir. 

2.4.1.2. POF2 Bölgesi (Xq13.3-q22, OMIM: 300511) 

İlk olarak paternal kaynaklı dengeli  translokasyonla 46,X,t,(X;6)(q13.3-21;p12) 

tanımlanmıştır (Powell ve diğ., 1994). Moleküler çalışmalarla POY hastalarında X- otozom 

translokasyonlarının kırılma noktalarının haritalanmasıyla Diaphanous Homolog 2 (DIAPH2) 

(Bione ve diğ., 1998), Dachshund Homolog 2 (DACH2) ve Premature Ovarian Failure, 1B 

(POF1B) (Bione ve diğ., 2004) “POF2 aday genleri” ortaya çıkarılmıştır. 

 

DIAPH2 geni, Xq22 de yer alır ve 1 Mb boyutundadır. Alternatif kırpılmalar ile iki protein 

izoformu oluşur. Drosophila’daki homolog Diaphanous genindeki delesyon, spermatogenez 

ve oogenezi etkiler ve meyve sineğinde infertiliteye yol açar. Bu yüzden, insan DIAPH2 

genindeki hasarın POY sendromuyla ilişkili olduğu düşünülmektedir. Dengeli X-otozomal 

translokasyonlarını taşıyan hastalarda, inaktivasyon öncelikle normal X kromozomunu etkiler. 

POY fenotipinin, kırılma noktası pozisyonuna bağlı olduğu düşünülmektedir. DIAPH2 geni 

gibi Xq21-q22 bölgesindeki spesifik genlerdeki bir hasar sonucu gen anlatımı ancak normal X 

kromozomu tarafından yapılır (Bione ve diğ., 1998). 
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DIAPH2’nin insanda normal ovaryum gelişimi ve fonksiyonu için önemli genlerden biri 

olduğu ileri sürülmektedir (Bione ve diğ., 1998). Drosophila’daki diaphanous (dia) geninin 

insandaki homoloğu olan DIAPH2 geninin translokasyonla bloke olduğu vakaya ait rapor, 

ailesel POY ile ilişkilendirilmiştir (Philippe ve diğ., 1993; Sala ve diğ., 1997). Aynı genomik 

bölgede dengeli X;12 translokasyonunun olduğu kırılma noktası (46,X,t[X;12][q21;p1.3]), 

ailesel POY hikayesi olan hasta BC’de FISH tekniğiyle gösterilmiştir (Şekil 2.6) (Sala ve diğ., 

1997). Hasta BC’de 17 yaşında sekonder amenore gelişmiştir. Annesinde de aynı 

kromozomal değişim mevcut olup, 32 yaşında prematür menopoz tanısı almıştır. Tanı 

konulduğunda anne ve kızında yüksek miktarda gonadotropin ile normal X kromozomunda 

inaktivasyon saptanmıştır (Philippe ve diğ., 1993). 

 

 

 

 Şekil 2.6: Hasta BC’ye ait metafaz örneğinde FISH uygulaması (Sala ve diğ., 1997). 

Prob olarak PAC dJ263K1 kullanılmıştır. Normal ve derivatif kromozomlar okla gösterilmiştir. Kromozomlar 4,6-diamidino-2-fenilindol ile 
boyanmıştır. 

 

DIAPH2 geninde kırılma noktasının son intronda meydana geldiği haritalanmıştır. 

Translokasyon sonrasında, derivatif X kromozomu üzerindeki DIA geninin 12. kromozomdan 

gelen dizilerle birleşmiş olabileceği ve farklı bir protein sentezlenebileceği öngörülmektedir. 

Yumurtalıklardaki DIA ekspresyonunun bu tip posttranskripsiyonel kontrollere bağlı 

olabileceği ve regülatör motiflerdeki kaybın, oosit ve ovaryum olgunlaşması yolunda 

değişikliklere yol açabileceği düşünülmektedir (Bione ve diğ., 1998). 
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Geniş hasta grubu üzerinde yapılan mutasyon analizi çalışmaları, DIAPH2 geninin ovaryum 

gelişiminde önemli rolü olduğunu ortaya koymaktadır. Bu çalışmalar POY hastaları arasında 

DIAPH2 genindeki mutasyon sıklığının belirlenmesine de yardımcı olmaktadır. Drosophila 

dia’sında olduğu gibi insan DIAPH2 geni de testisde genel olarak testise özgüdür. Kısır 

erkeklerde yapılan mutasyon analizinde dia’nın Drosophila da yaptığı kısırlık etkisini insanda 

DIAPH2’nin gerçekleştirdiği görülmüştür (Bione ve diğ., 1998). 

 

POF1B ve DACH2 genleri, Xq21’den sentromere doğru yerleşim gösteren 700 kb’lık bir 

bölgede bulunurlar. POF1B, 17 ekzondan oluşur ve genomik DNA’da 100 kb boyutundadır. 

DACH2, 11 ekzondan oluşur ve genomik DNA’da 700 kb yer kaplar (POF1B: Gene-ID: 

79983, Locus: “HUGO Gene Nomenclature Committee” (HGNC): 13711; DACH2: Gene-ID: 

117154, Locus: HGNC: 16814). 

 

Her iki geninde POY’lu hastalarda X-otozomal translokasyonuyla düzenlerinin bozulduğu 

bulunmuştur (Riva ve diğ., 1996; Prueitt ve diğ., 2002). Bu genlerin tahmin edilen işlevleri; 

POF1B’nin erken yumurtalık gelişimi boyunca anlatım yaptığı, DACH2’nin de folikül 

farklılaşması süreci boyunca anlatım yaptığıdır (Bione ve diğ., 2004). Moleküler genetik 

mutasyon analizleri POY fenotipinde DACH2’nin varlığı kanıtlanmıştır (Mumm ve diğ., 

2001; Prueitt ve diğ., 2002); fakat POF1B henüz gösterilmemiştir (Bione ve diğ., 2004). 

 

Dişi folikülogenez genleri X kromozomu üzerinde yoğunlaşmış olup, mutasyon durumunda 

POY sendromu nedenlerinden olabilmektedir. Dişi eşey kromozomu; yumurtalık 

fonksiyonunu teşvik eden fizyolojik süreç olan “folikülogenez” ve eşey hücresi olgunlaşma 

süreci “oogenez” (embriyo gelişiminde ve döllenmeye hazır, olgun oositin oluşmasını 

sağlayan süreç) için önemli role sahiptir (Fassnacht ve diğ., 2006). 
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2.4.2. TGF- β (Transforming Growth Factor- β) Gen Ailesi  

Yumurtalık fonksiyonu koordinasyonunda “hipotalamus-hipofiz-ovaryum” gibi endokrin 

sisteme  ilave olarak folikülogenez ve oogenez süreçlerinde folikül çevresindeki otokrin ve 

parakrin düzenlenmesi de önem taşımaktadır. 

 

Folikülogenez ve oogenez süreçlerindeki pek çok anahtar düzenleyicilerin anlatımı oosit ve 

granül hücrelerinde yapılır, bu düzenleyiciler Transforming Growth Factor-β (TGF-β) ailesi 

üyeleridir (Juengel ve McNatty, 2005). 35 üyeli aile; activin / inhibin, TGF-β, Bone 

Morphogenetic Protein (BMP), Growth Differentiation Factor (GDF) alt ailelerinden oluşur 

(Chang ve diğ., 2002). 

 

Bu üyelerin pek çoğu insanda folikülogenez sürecinde önemli biyolojik role sahiptir. POY’da 

rolü olduğu düşünülen en önemli genler; BMP15, GDF9 ve INHα’dır. 

 

BMP15 geni GDF9B olarak da adlandırılır. İki ekzondan oluşur ve Xp11.2’de yer alır (Dube 

ve diğ., 1998). BMP15 gen anlatımı erkek ve dişi gonadlarında sınırlıdır. BMP15 proteini 

büyük primer foliküllerdeki oositler içinde lokalize olur, henüz küçük primer foliküller içinde 

yer aldığı görülmemiştir (Aaltonen ve diğ., 1999). Oositlerdeki BMP15 proteinin üretimi, 

folikül gelişimiyle birlikte artış gösterir (Otsuka ve diğ., 2000). 

 

BMP15, primer foliküllerde anlatımı yapılan oosit türevli bir faktördür. Koyunlarda X’e bağlı 

olarak belirlenen BMP15 mutasyonunun dişi fertilitesinde önemli bir faktör olduğunu ortaya 

çıkarmıştır (Galloway ve diğ., 2000). BMP15 de dozaj etkisi mevcuttur, heterozigot bireylerde 

ovulasyon oranında artışa bağlı olarak çoğul gebelikler gelişirken homozigot mutantlarda 

folikül gelişimi primer aşamada durdurulmaktadır. BMP15’in rolü tam olarak açıklanmamış 

olmasına rağmen, sıçan granül hücrelerinde FSH reseptör ekspresyonunu baskılayarak FSH 

etkisini değiştirdiği gösterilmiştir (Otsuka ve diğ., 2001b). 

 

Yumurtalıkta BMP sinyal yolunun önemine yönelik, BMP reseptörlerinde mutasyon analizleri 

ve fonksiyon kaybı çalışmaları yapılmıştır. BMPRIB kusurlu farelerde yapılan çalışmada 

BMPRIB sinyal yokluğunun infertiliteye yol açtığı gösterilmiştir (Yi ve diğ., 2001). 
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İnsanlarda BMP15 geninin, oogenez üzerindeki etkisi iki kız kardeşte tanımlanmıştır.  Normal 

karyotipli (46,XX) olan kız kardeşlerin, hipoplastik gonadlara ve primer amenore’ye sahip 

oldukları belirtilmiştir. Bir heterozigot varyant da BMP15 geninde Tyr-235-Cys tek aminoasit 

değişikliğinin etken ajan olduğu düşünülmektedir. Etkilenmemiş anne BMP15 genomik 

dizisini genel populasyondaki gibi taşırken, sağlıklı baba mutasyona uğramış varyantı 

hemizigot olarak taşımaktadır (Di Pasquale ve diğ., 2004). BMP15 geninin fonksiyonu sadece 

dişi eşey hücresiyle sınırlı olmayıp, ilişkili gonad dokularda da anlatımı yapılmaktadır 

(Fassnacht ve diğ., 2006) .  

 

GDF9 geni, iki ekzon tarafından kodlanır ve 5q23.3’de yer alır. Farelerde,  Gdf9 geni 

primordiyal foliküller hariç folikülogenezin tüm aşamalarında oositlerde anlatım yapmaktadır 

(McGrath ve diğ., 1995). Gdf9 knockout dişi farelerde sadece primordiyal ve primer foliküller 

geliştiğinden kısırlık görülür. Folikül olgunlaşmasındaki aşamaların kaybı göstermektedir ki, 

Gdf9  sekonder foliküllerin gelişimi için gerekli anahtar genlerden birisidir (Dong ve diğ., 

1996). 

 
GDF9’un üretimi oositlerde yapılır. GDF9 geninde yapılan hedeflenmiş delesyon 

çalışmalarında, teka hücrelerinin organizasyonunda aksama, normal olmayan oosit büyümesi 

ve granül hücre çoğalmasında azalma gibi nedenlerle primer folikül aşamasında 

folikülogenezin bloke olmasıyla sonuçlanır (Dong ve diğ., 1996). Vitt ve diğ. (2000) 

tarafından yapılan çalışmada GDF9’un erken folikül gelişimindeki rolü kanıtlanmıştır.  

 
Son çalışmalar göstermektedir ki,  GDF9 ve BMP15 proteinleri memelilerde granül hücrelerin 

gonadotropinle indüklenen farklılaşmasının ve proliferasyonun (çoğalmanın) 

düzenlenmesinde folikülogenez boyunca birlikte çalışan büyüme faktörleridir (McNatty ve 

diğ., 2005). 

 
Yumurtalıkta GDF9 ve BMP15 mRNA ve proteinleri pek çok canlı türünde özellikle oositte 

bulunması, oositin GDF9 ve BMP15 için primer kaynak olduğunu göstermektedir (Juengel ve 

diğ., 2002; Wang ve Roy, 2004). 

 

Bugüne kadar çalışılan tüm memeli türlerinde, GDF9 ve BMP15’in büyümekte olan 

foliküllerde oositlerde lokalize olması, bu büyüme faktörlerinin memelilerde foliküler 

gelişimin düzenlenmesinde merkezi role sahip olduğunu göstermektedir. Buna ilaveten 
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BMP15’in değil ama GDF9’un bazı türlerde folikül oluşumunda rol alabileceği 

söylenmektedir (Juengel ve McNatty, 2005). 

 

TGF-β ailesi çok sayıda yapısal olarak ilişkili polipeptidlerden oluşur (Massague, 1998). 

Hücre soyunda çoğalma, farklılaşma, adhezyon, hareket ve apoptoz gibi pek çok aktivite 

yönünden etkileyebilirler. TGF- β ailesinden çoğu üyenin in vitro çalışmalarda foliküler 

hücreleri ve in vivo folikülogenezi etkilediği gösterilmiştir (Richards, 2001; McNatty ve diğ., 

2002). 

 

Aktivin, yumurtalıkta en çok çalışılan TGF-β ailesi üyesidir. Radyoaktif işaretlenmiş aktivinle 

yapılan çalışmalarda ovaryum siklusu tüm aşamalarında sıçan granül hücreleri üzerinde ve 

gelişmekte olan foliküllerde teka hücrelerinde aktivin bağlanma bölgeleri gösterilmiştir 

(Woodruff ve diğ., 1993). Bununla ilişkili olarak da aktivin reseptör mRNA’ları sıçan, insan 

ve fare yumurtalıklarında değişik gelişim aşamalarında belirlenmiştir (Sidis ve diğ., 1998; 

Peng ve diğ., 1999; Drummond ve diğ., 2002b). 

 

Inhibin α geni (INHα) 2. kromozom  (2q33- q ter) üzerine yerleşmiş iki ekzon içerir. Inhibin, 

granül hücreleri tarafından üretilir. Diğer TGF-β ailesi üyelerinin aksine inhibin endokrin 

etkiye sahiptir, dolaşımda serbest bırakılarak hipofiz ön kısmından FSH salgılanmasını 

baskılar (Findlay, 1993). 

 

Inhibin, dişi üreme siklusunun en önemli düzenleyicilerinden birisidir. Bir α alt birimi, bir de 

2 adet β alt biriminden (βA ya da βB) birini içerir. β alt birimine bağlı olarak protein Inhibin 

A ya da Inhibin B olarak adlandırılır. Inhibin proteini, hipofiz FSH sekresyonunu azaltarak 

yumurtalık granül hücrelerinde üretilir (Halvorson ve DeCherney, 1996). Inhibin, büyüme ve 

farklılaşma faktörü olarak da rol oynar (Findlay ve diğ., 2002). 

 

POY’lu hastalarda INHα dizisi mutasyon için tarandığında gen dizisine göre ikinci ekzonda 

polimorfizm saptanmıştır (769 G→A). G→A değişimiyle 257. pozisyonda alaninin treonine 

dönüştüğü bölge, INHα proteinin oldukça korunmuş dizisi içerisinde yer alır (Shelling ve diğ., 

2000). 
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Klinik semptomları ortaya çıkmamış pre-menopozlu kadınlarda, yumurtalıktaki foliküllerde 

yeterli azalma olana kadar kan serumundaki inhibin düzeyi azalmaya devam eder. Bu yüzden, 

Inhibin yumurtalıktaki folikül kapasitesini belirlemek için “serum markırı” olarak 

kullanılabilir (Burger ve diğ., 2002). 

2.4.3. POY Sendromunda Diğer Önemli İnsan Folikülogenez Genleri 

AIRE geni (AutoImmune Regulator gene), 14 ekzondan oluşur, genomik DNA’da 11.9 kb’lık 

alanda bulunur, 21. kromozomda (21q22.3) yer alır (Nagamine ve diğ., 1997). 

 

İnsanda AIRE proteininin, çok sayıda dokuda nukleusta lokalize olduğu bulunmuştur. Bu 

durum, gen transkripsiyonunda düzenleyici olarak rol aldığını düşündürmektedir. Farelerde 

yabani tip Aire proteini güçlü transkripsiyon aktivatörü olarak rol almaktadır (Bjorses ve diğ., 

1999; Bjorses ve diğ., 2000). Ayrıca PHD (Plant Homeo Domain) tipi çinko parmak 

motifleriyle E3 ubikitin ligaz fonksiyonu görerek ubikitin proteazom yolunda da yer alır 

(Uchida ve diğ., 2004). 

 

AIRE genindeki mutasyonlar APECED’e (otoimmün poliendokrinopati-candidiasis-

ektodermal distrofi) yol açar. Klinik olarak üçlü patolojiyle karakterize edilebilir: 

hipoparatiroidizm, primer adrenokortikal yetmezlik ve kronik mukokütanöz kandidiyazis 

(KMK) (Ahonen ve diğ., 1990). Bu hasta grubunda ovaryum yetmezliğinin görülme sıklığı 

%60 tahmin edilmektedir (Ahonen ve diğ., 1990). 

 

DAZL geni (Deleted in AZoospermia Like geni), 10 ekzondan oluşur ve 3. kromozomda 

(3p24) yer alır. 2. kromozomdaki (2q33) BOULE ve Y kromozomunun uzun kolundaki 

(Yq11.23) DAZ ile birlikte “DAZ gen ailesini” oluşturur. Bu genler; korunmuşluk gösteren, 

RNA’ya bağlanan protein ailelerini kodlar. Eşey hücrelerinde spesifik olarak anlatım yaparlar 

ve delesyon, dişi ve erkek fertilitesine zarar verir (Yen, 2004). 

 

Fare modellerinde, erkek ve dişi homozigot Dazl knockout farelerin kısır olduğu 

gösterilmiştir (Ruggiu ve diğ., 1997). Embriyonik ve ergenlik öncesi yumurtalıklarda, Dazl 

proteini oosit sitoplazmasında ve granül hücrelerinde bulunmuştur. Yetişkin foliküllerdeki 

lokasyon, oosit olgunlaşmasıyla üretilen zona pellusida ile ilişkilidir. İnsanlarda,  DAZL 

mRNA’sı testis ve ovaryum dokularında çok miktarda bulunmasına rağmen; kalp, karaciğer, 
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 beyin gibi diğer dokularda bulunmaz (Dorfman ve diğ., 1999). Protein; primer, sekonder, 

tersiyer foliküllerdeki oosit sitoplazmasında (Dorfman ve diğ., 1999; Nishi ve diğ., 1999)  ve 

korpus luteum’da ortaya çıkar (Pan ve diğ., 2002). 

 

Bu yüzden DAZL geninin dişi ve erkekte eşey hücresi gelişiminin erken aşamalarında rol 

oynadığı düşünülerek, yokluğunda patolojik POY fenotipine yol açabileceği ileri 

sürülmektedir (Fassnacht ve diğ., 2006).  

 

DBX geni (DEAD-Box 3, X-linked gene), 17 ekzondan oluşur ve X kromozomunun kısa 
kolunda yer alır (Xp11.23-p11.3) (Park ve diğ., 1998). 
 
Büyük protein ailesi olan DEAD-box proteinlerinin üyesidir. Bu proteinler, ATP bağlama 

domeni gibi fonksiyonel olan korunmuş dizi motifini Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD) içeren RNA 

helikazlardır (Rocak ve Linder, 2004). Hücresel RNA metabolizmasının her sürecinde yer 

alırlar: transkripsiyon, kırpılma, ribozomal biyogenez, RNA eksportu ve translasyon. 

İnsanlardaki tüm DEAD-box RNA helikazları DDX gen ailesi sembolü altında kategorize 

edilir ve her spesifik DEAD-box geni farklı bir numarayla bulunur (Abdelhaleem ve diğ., 

2003). 

 

DBX geni yüksek korunmuşluk gösterir, mayadan insana kadar homologları bulunmuştur. 

Drosophila, kurbağa, zebrafish ve fare dişi eşey hattında DBX homolog genlerinin anlatım 

yapması, bu fonksiyonun korunmuş olduğunu göstermektedir (Olsen ve diğ., 1997; Johnstone 

ve diğ., 2005).  

 

İnsan DBX geninin de insan folikülogenezinde fonksiyonel rol oynadığı düşünülmektedir. 

POY gibi dişi fertilitesinin bozulduğu durumlarda, DBX delesyonu ya da dişi eşey hattı 

fonksiyonunu bozan gen mutasyonundan söz edilebilir. 
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FOXL2 geni (“Forkhead”-Transkripsiyon Faktör Benzeri 2), 3. kromozomda (3q23) yer alır. 

Tüm ökaryotlarda bulunabilen “Forkhead” proteinleri, omurga ve embriyonik doku 

gelişiminde önemli rol oynar. İnsanda şimdiye kadar 20’nin üzerinde “forkhead” proteini 

keşfedilmiş olup, işlev bozuklukları çeşitli tümör etiyolojisinde yer almaktadır (Prueitt ve 

Zinn, 2001). 

 

FOXL2’nin POY ile ilişkisinin araştırıldığı üç çalışmada; 220 POY sendromlu hasta FOXL2 

mutasyonları için taranmış, fakat herhangi bir gen mutasyonu saptanmamıştır  (De Baere ve 

diğ., 2002; De Baere ve diğ., 2003; Bodega ve diğ., 2004). 

 

FSHR geni (Folikül Uyarıcı Hormon Reseptör), FSH reseptörünü kodlar ve 2. kromozomda 

yer alır (2p21-p16). 10 ekzondan oluşur ve genomik DNA’da 54 kb boyutundadır (Gromoll 

ve diğ., 1996). FSHR proteininin 7 adet trans-membran segmenti içerdiği düşünülmektedir. 

Ayrıca dişi ve erkek üreme siklusunun kontrolünde en önemli hormonlardan biri olan FSH’a 

bağlanır. 

 

FSHR genindeki mutasyonlar, prematür ovaryum yetmezliğini de içeren fizyolojik 

fonksiyonunda çeşitli değişikliklere yol açar. FSHR bozukluğunun derecesine bağlı olarak 

mutasyonlar primer ya da sekonder amenore (adet kesilmesi) ile sonuçlanabilir ve sekonder 

cinsiyet karakterlerinin gelişiminde değişikliklere yol açabilir (Aittomaki ve diğ., 1996).  

 

GALT  geni (Galaktose-1-Fosfat Uridiltransferaz), 9. kromozomda (9p13) yer alır (Kondo ve 

Nakamura, 1984). 11 ekzondan oluşur ve yaklaşık 4kb uzunluğundadır (Flach ve diğ., 1990). 

GALT enzimi, galaktoz-1-fosfat ve glukoz-1-fosfat arasında uridin monofosfat transferiyle 

karşılıklı dönüşümü katalizler. 

 

GALT genindeki mutasyonlar galaktozemiye yol açar. Besinden galaktoz  

uzaklaştırılmadığında büyüme ve mental retardasyon ile karakterizedir. Galaktozemi’ye yol 

açan 150’den fazla GALT geni mutasyonu rapor edilmiştir. Bunların içinde POY sendromu 

oluşumuyla en ilişkilisi homozigot mutant genotip Q188R / Q188R’dir. Galaktozemili pek 

çok kadının POY geliştirmede yüksek risk taşıdığına yönelik raporlar mevcuttur (Guerrero ve 

diğ., 2000). 
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USP9X geni (Ubikutine özgü proteaz 9, X-linked),  X kromozomunda DBX geni yanında yer 

alır (Xp11.4) ve ubikutin-özgü proteaz kodlar (Jones ve diğ., 1996). 

 

USP9X proteini ubikutin uzaklaştıran, substrat spesifik sistein-proteazlardır ve hücre siklusu, 

apoptoz ve sinyal iletim yolları gibi pek çok hücre içi süreci kontrol eden hücresel ubikutin 

metabolizmasının düzenlenmesinde yer alır (D’Andrea ve Pellman, 1998). 

 

DBX geni gibi USP9X geni de X kromozomunda X inaktivasyonundan kaçan Xp11.4 

bölgesinde yer alır (Jones ve diğ., 1996). Bu yüzden bu iki genin Turner-sendromu 

patogenezinde kritik rol oynayabileceği düşünülmektedir (Fassnacht ve diğ., 2006). 

 

FOXO3 geni (Forkhead box O3), 6q21 bölgesinde yer alır (Hillion ve diğ., 1997; Anderson 

ve diğ., 1998). FOXO3 geni farklı bir forkhead domeni ile karakterize olan forkhead 

transkripsiyon faktörü ailesi üyesidir. Programlı hücre ölümünde önemli genlerin 

ekspresyonunu sağlayarak apoptozun başlamasında rol alır (Brunet ve diğ., 1999).  

 

POY vakalarında yapılan biyopsi çalışmalarının pek çoğunda primordiyal foliküllerin azaldığı 

bulunmuştur (Board ve diğ., 1979; Russell ve diğ., 1982). Oosit apoptozu (Tilly, 2000) ve 

folikül başlangıcı olarak da bilinen (McGee ve Hsueh, 2000), primordiyal folikül aktivasyonu 

(PFA) mekanizmaları primordiyal foliküllerin azalmasında görev alan  fizyolojik süreçlerdir. 

Gerek oosit apoptozu gerekse de PFA, menopoz öncesi süreçte devam eder. Bir kadının 

yaşam sürecinde bu mekanizmalarda oluşan kusurlar kümülatif (birikerek artan) etki yaratarak 

primordiyal foliküllerin sayısını ve dolayısıyla menopoz yaşını etkiler (Gallardo ve diğ., 

2008). 

 

Forkhead transkripsiyon faktörü Foxo3’ün, primordiyal folikül aktivasyonunda düzenleyici 

rol oynadığı gösterilmiştir (Gallardo ve diğ., 2008). Castrillon ve diğ. (2003) tarafından 

fareler üzerinde yapılan çalışmada Foxo3 fonksiyon kaybının doğumdan birkaç gün içinde 

PFA neticesinde POY’a neden olduğu belirlenmiştir. Bu bulgular, insan ortolog 

FOXO3’ündeki (aminoasit düzeyinde %95 benzerlik gösterir) mutasyon ya da doğal meydana  
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gelen polimorfizmlerle POY’a ve menarşdan önce primordiyal folikül tüketimiyle ilişkili olan 

primer amenoreye neden olduğu olasılığını arttırmaktadır (Timmreck ve Reindollar, 2003).  

 

Diego Castrillon ve diğ. (2003), fertiliteyle ilişkili genlerden Foxo3a ile fareler üzerinde 

yaptıkları çalışma sonucunda Foxo3a’nın foliküllerin kontrol altında tutulmasında rol aldığını 

göstermesi, POY’lu kadınların daha yüksek oranda foliküler aktivasyona sahip 

olabileceklerini düşündürmektedir (Şekil 2.7.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.7: Foxo3a mutant  ve normal farelere ait yumurtalıklar (Castrillon ve diğ., 2003). 

Sağdaki Foxo3a içermeyen yumurtalıklarda fazla miktardaki foliküller nedeniyle şişkinlik görülmektedir. 

 

NOBOX (yenidoğan yumurtalık “homeobox” gen) oosite özgü bir “homeobox” geni olup 

folikülogenezin erken aşamasında kritik role sahiptir ve sendromik olmayan ovaryum 

yetmezliği için aday genlerden birisidir. İnsanda 7. kromozom üzerinde 7q35 de yer alır. 

İnsan yumurtalıklarıyla çalışma pek mümkün olmadığından ovaryum gelişimine yönelik 

bilgilerin çoğu hayvan modelleriyle yapılan çalışmalardan elde edilmektedir (Pangas ve 

Rajkovic, 2006). Fareler üzerinde yapılan knockout çalışmaları ve koyunlarda doğal yolla 

meydana gelen mutasyonlar ovaryum yetmezliğine yönelik aday genlerin belirlenmesinde 

önemlidir (Shiina ve diğ., 2006; Bodin ve diğ., 2007).  

 

İnsan ve farelerdeki NOBOX geninin anlatımı özellikle oositlerde yapılır ve homeobox 

transkripsiyonel regülatörü kodlar (Suzumori ve diğ., 2002; Huntriss ve diğ., 2006). Yetişkin 
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insan dokularındaki özellikle de insan gonadlarındaki NOBOX anlatımı, farelerdekiyle 

benzerlik gösterir (Huntriss ve diğ., 2006). İnsan yumurtalığındaki anlatım oosite özgüdür, 

primordiyal foliküllerden metafaz II oositlerine kadar gözlenir. Farelerde NOBOX 

homeodomeninin TAATTG ya da Gdf9 (MIM 601918), Pou5f1 (MIM 164177) gibi 

elementlere bağlandığı gösterilmiştir (Choi ve Rajkovic, 2006). 

2.5. ARRAY-TEMELLİ CGH (aCGH) TEKNOLOJİSİ 

 
Geleneksel sitogenetik analizi, mikroskobik kromozomal değişimlerin belirlenmesine olanak 

vermiştir (Caspersson ve diğ., 1968; Trask, 2002). Floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve 

diğer moleküler metodolojilerin gelişmesiyle submikroskobik değişimlerin saptanması 

mümkün olabilmiştir (Şekil 2.8.) (Prooijen-Knegt ve diğ., 1982). Buna ilave olarak 

geliştirilmiş olan karşılaştırmalı genomik hibridizasyon (CGH) yöntemi, iki farklı genomu 

DNA  kopya sayısı farklılıklarına göre karşılaştırma temeline dayanmaktadır. İlk 

geliştirildiğinde CGH analizi için substrat olarak normal metafaz kromozomları kullanılmıştır 

(Kallioniemi ve diğ., 1992). Daha sonraki çalışmalarda CGH metodu, kromozomal 

dengesizliklerin saptanabilmesi için büyük genomik klonlardan oluşturulan mikroarraylere 

(aCGH) uygulanmıştır. Array CGH, geleneksel sitogenetik ve moleküler sitogenetik 

tekniklerin üzerinde avantajlara sahiptir (Shaffer ve Bejjani, 2004). aCGH yönteminde, analiz 

için hedef olarak küçük DNA segmentlerinin yer aldığı array lamları kullanılır (Lucito ve diğ., 

2003). Bu mikroarrayler küçük miktarlardaki DNA örneklerinin (probların), cam gibi katı bir 

yüzeye belirli sırada sabitlenmesiyle oluşturulur. Probların boyutları ilgilenilen bölgeye göre 

değişmekle birlikte, 25-85 baz çiftinden oluşan oligonukleotidlerin yer aldığı oligoarrayler ve 

80,000-200,000 baz çiftinden oluşan bakteriyal yapay kromozomların yer aldığı genomik 

arraylere kadar çeşitlilik göstermektedir. Rezolüsyon derecesi, prob boyutu ve genomda DNA 

probları arasındaki mesafeyle değerlendirilir. Kullanılan problar, metafaz kromozomlarından 

önemli ölçüde küçük boyutlarda olduğundan teorik açıdan da  aCGH, rezolüsyon bakımından 

geleneksel CGH’e göre üstünlük taşır (Theisen, 2008).  
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Şekil 2.8: Geleneksel Sitogenetik ve Moleküler Sitogenetik yöntemlerin karşılaştırılması. 

 

2.5.1. Karşılaştırmalı Genomik Hibridizasyon (CGH) Yöntemi 

 
Sitogenetik ve moleküler sitogenetik yöntemlerin dayandığı teknolojiden kaynaklanan bazı 

sınırlamaları ortadan kaldıracak bir moleküler genetik/sitogenetik yöntem olarak 

“karşılaştırmalı genomik hibridizasyon” (CGH) ortaya çıkmıştır (Kallioniemi ve diğ., 1992). 

CGH yöntemi, hem klasik sitogenetik yönteminin sahip olduğu tüm kromozomları bir arada 

inceleyebilme, başka bir deyişle tüm genom perspektifinde analiz özelliğini daha detaylı bilgi 

sahibi olunacak şekilde geliştirmekte, hem de FISH yönteminin kullandığı floresans 

işaretleme ile FISH kadar detaylı olmamakla birlikte anomali saptanan kromozom bölgesinin 

yeri hakkında daha net bilgi verebilmektedir. 

 

CGH yönteminde, araştırılan örneğe ait DNA (test DNA) ile normal olduğu bilinen bir DNA 

örneği (referans DNA)  farklı renklerde florokromlarla işaretlenerek yine normal olduğu 

bilinen insan kromozomları (metafaz plakları) üzerine birlikte hibridize edilmektedir. 72 saat  
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süren hibridizasyon süresini takiben floresan mikroskop ile önce metafaz plakları bir görüntü 

analiz sistemi yardımıyla kaydedilmekte, sonra bu metafaz plaklarındaki kromozomlar özel 

bir CGH yazılımı aracılığıyla  sıraya dizilmektedir. Her bir kromozom üzerindeki, olması 

gereken karışım renkten florokromlardan birisi lehine sapmalar aynı yazılım tarafından 

değerlendirilerek o kromozom bölgesine ait test DNAsındaki kopya sayısı artışı 

(amplifikasyon) ya da eksilmesini (delesyon) göstermektedir (Şekil 2.9.) (Weiss ve diğ., 

1999).  

 

Aynı sonucun değerlendirilen diğer metafaz plaklarında da gözlenmesi bulgunun doğruluk 

değerini yükseltmektedir. Ancak klasik CGH yöntemi zorluğu ve değerlendirme kriterlerinin 

güçlüğü nedeniyle pratik uygulamada yaygınlaşamamıştır. 

Şekil 2.9: Karşılaştırmalı Genomik Hibridizasyon (CGH) 

(Tüm genom ölçeğinde kopya sayısı değişikliklerini saptamaya yarayan bir  tekniktir ancak FISH kadar hassas değildir ve daha zor bir 
uygulamadır.) 

 

CGH yönteminin artılarını daha da geliştiren, hassasiyet ve özgüllüğünü artıran, uygulama ve 

değerlendirme zorluklarını ise azaltan bir yöntem olan MikroArray CGH yöntemi üzerinde 

çalışmalar tüm dünyada sürmekle birlikte bugün gelinen nokta itibariyla şu teknolojik 

karşılaştırma yapılabilir: 
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• Her iki yöntem de tüm genom perspektivinde inceleme olanağı sağlamaktadır. 

• Her iki yöntemde de test ve referans DNA lar farklı renklerde florokromlarla 

işaretlenmektedir. 

• CGH yönteminde hibridizasyon normal insan metafaz plakları üzerine yapılırken, 

MikroArray CGH yönteminde bu işlem özel olarak tasarlanmış ve arzu edilen DNA 

parçaları arzu edilen sayılarda spot edilmiş array’ler üzerine yapılmaktadır. 

• CGH yönteminde hibridizasyon süresi 72 saat iken MikroArray CGH yönteminde 16 

saattir.  

• CGH yönteminin analizinde bir floresan mikroskop ve gerekli filtrelere, bir kamera ve 

görüntü analiz sistemine ve CGH analiz yazılımına gereksinim vardır. MikroArray 

CGH için yalnızca bir mikroarray tarayıcıya ve mikroarray analiz yazılımına ihtiyaç 

vardır. 

• CGH yöntemini doğru analiz edebilmek için özel eğitimli personele, metafaz 

plaklarından kromozomları doğru olarak dizmeye, pek çok metafaz plağını ayrı ayrı 

değerlendirip sonra tüm sonuçları karşılaştırmaya yani saatler süren bir analiz süresine 

gerek vardır. MikroArray CGH yönteminin değerlendirilmesi tam otomatik olarak 

yapıldığından özel eğitime ihtiyaç göstermediği gibi analiz süresi dakikalarla sınırlıdır. 

 

2.5.2. Array CGH Yöntemi 

 
CGH yöntemi, zorluğu ve değerlendirme kriterlerinin güçlüğü nedeniyle pratik uygulamada 

yaygınlaşamamıştır. Günümüzde hem daha hızlı sonuç alınabilen, hem de analiz aşamasının 

tam otomatik olarak gerçekleştirilebildiği MikroArray CGH yöntemi araştırmacıların 

çalışmalarını yoğunlaştırdıkları bir yöntem olarak ortaya çıkmıştır.  

 

Delesyon ve duplikasyon gibi kromozom anomalileri, normal gen dozajındaki dengesizlikten 

dolayı spesifik ve kompleks fenotiplerle sonuçlanır. Rutin kromozom bantlaması 5-10 

Mb’dan küçük kromozomal değişimleri belirlemede yeteri kadar hassas değildir. CGH, test 

örneği ile kontrolü DNA içerik farklılıklarına göre karşılaştırarak tüm genomu taramak için 

geliştirilmiştir (Jeuken ve diğ., 2002). Son zamanlarda, hibridizasyon için hedef olarak boyutu 

büyük DNA parçalı genomik klonları (Bakteriyal yapay kromozomları / P1 yapay 
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kromozomları) (BACs/PACs) ya da daha küçük PCR ürünlerini içeren DNA mikroarrayleri 

geliştirilmiştir  (Kraus ve diğ., 2003). 

 

Array-temelli karşılaştırmalı genomik hibridizasyon (array CGH), kromozomal 

dengesizliklerin yüksek çözünürlükte belirlenmesine olanak tanıyan güçlü bir yeni 

teknolojidir. Farklı işaretlenmiş test ve kontrol DNA’larının genomik klonları içeren bir 

mikroarray üzerine birlikte hibridize edildiği bir yöntemdir (Şekil 2.10).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.10: A. BAC/PAC array üretimi, B. Üretimi yapılan arrayde aCGH çalışması (Shaffer ve 
Bejjani, 2004). 
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Array-temelli CGH (array CGH); yüksek kapsamlı, çok yüksek çözünürlük, hassasiyet ve hız 

gibi özelliklerinden dolayı gerek geleneksel CGH gerekse de günümüzdeki tanı 

metodlarından daha avantajlıdır (Bruder ve diğ., 2001). Array CGH, BAC ya da PAC gibi 

harita bilgisi olan boyutu büyük DNA parçalı genomik klonları kullandığından, değişiklikler 

doğrudan genetik markırlara bağlanabilir ve genomik çözünürlük, markırlar (target, hedef) 

arasındaki harita mesafelerinden ya da kullanılan klonların boyutlarından saptanabilir (Pinkel 

ve diğ., 1998). 

 

Array CGH, çeşitli tümör örneklerinin genomik profilinin oluşturulmasında başarılı bir 

şekilde kullanılmıştır (Wilhelm ve diğ., 2002). Array CGH uygulamasına yapısal kromozom 

anormalliklerinin tek kopya delesyon ya da duplikasyonlar halinde gösterilmesinde 

başvurulmuştur (Veltman ve diğ., 2002). Bununla birlikte, array CGH teknolojisi hala 

gelişmekte olan ve metodolojiyle ilişkili bazı yaklaşımların henüz çözülemediği bir 

teknolojidir. 

2.5.3. Kopya Sayısı Değişiklikleri, “CNV” (Copy Number Variations) 

 
Kopya sayısı değişimi (CNV), referans bir genomla karşılaştırıldığında değişken kopya 

sayısına sahip, 1 kb’dan uzun DNA segmenti şeklinde tanımlanır (Feuk ve diğ., 2006; 

Freeman ve diğ., 2006). Başlangıçta klinik olarak önemsiz olduğu düşünülen CNV, hastalığa 

dönüşme etkinliği olan CNV’ye dönüşebilir. Bu yüzden mikrodelesyon ve mikroduplikasyon 

sendromlarına neden olan dengesizliklerde kullanıldığı gibi (Lee ve Lupski, 2006), hasta ve 

normal kontrol çalışmalarında kopya sayısı farklılıklarının tanımlanmasında da 

kullanılmaktadır (Scherer ve diğ., 2007). 

 

Array CGH verisi analiz edilirken, klinik sitogenetikçiler CNV’yi “benign” (zararsız), 

patolojik ve klinik önemi bilinmeyen CNV şeklinde sınıflandırırlar. Genomik dengesizlik 

klinik olarak etkilenmiş bir bireyde ve sağlıklı aile üyelerinden birinde saptanmışsa “benign” 

CNV olarak değerlendirilir. Mikrodelesyon ya da mikroduplikasyon sendromlarıyla ilişkili 

kritik bölgelerle çakışan (ya da klinik önemi olan subtelomerik bölgelerle çakışan) CNV’ler 

“patolojik” olarak adlandırılmaktadır. Genomik bir değişikliğin patolojisini belirlemedeki 

kriter, standart kromozom bantlama ya da array CGH analizleriyle değerlendirilebilmektedir 

(Shaw-Smith ve diğ., 2004; De Vries ve diğ., 2005; Friedman ve diğ., 2006). 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

 
 

Bu çalışma kapsamında, POY ile ilişkili genleri taşıyan BAC / PAC (Bakteriyal Yapay 

Kromozom / P1 fajı türevli Yapay Kromozom) klonlarının temin edilerek kültür ortamında 

seçici besiyerlerinde çoğaltılıp, ilgili klonlardan DNA izolasyonunun yapılması, izole edilen 

DNA’ların PCR yöntemiyle çoğaltılıp konsantrasyonunun spektrofotometrik ve florometrik 

olarak hesaplanarak eşit miktarlarda özel mikroarray lamına baskılanması yer almaktadır. 

Sonraki aşama ise test örneklerinden izole edilen genomik DNA ile referans DNA’nın farklı 

renkteki florokromlarla işaretlenerek ilgili BAC / PAC klonlarından izole edilen DNA’ları 

içeren mikroarray lamı üzerinde hibridizasyonu ve son olarak bilgisayar ortamında çeşitli 

analiz programları ile floresan sinyallerin tanımlanması ve sonucun yazılım programı ile 

yorumlanmasını içermektedir (Tablo 3.1).  

Tablo 3.1: POY’a özgü aCGH kit geliştirilmesine yönelik çalışma planı 
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3.1. POY TANISINA YÖNELİK MİKRODİZİN BAZLI KARŞILAŞTIRMALI 
GENOMİK HİBRİDİZASYON KİTİ TASARIMI VE GELİŞTİRİLMESİ 

3.1.1. Kullanılan Hücre Soyu ve Genomik Klonların Temini 

 
Literatür araştırması sonucunda POY ile ilişkili olduğu belirlenen gen ve gen dışı bölgelere ait 

büyük DNA parçalarını içeren BAC / PAC klonları (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), ATL 

R&D Laboratuvarı, Paris den temin edildi. 

 

Siparişi verilen BAC / PAC klonları, “Children’s Hospital Oakland Research Institute” 

(CHORI) laboratuvarlarında Kazytoyo Osoegawa ve Minako Tateno tarafından oluşturulan 

genomik klon kütüphanelerinde, “Roswell Park Cancer Institute” (RPCI) koleksiyonunda yer 

almaktadır (Tablo 3.2). DNA örnekleri EcoRI kesim bölgesinden pBACe3.6 vektörüne (Şekil 

3.1.A) klonlanmış DH10BTM E.coli hücrelerine transformasyonu yapılmış ve 384 kuyucuklu 

mikroplaklarda kütüphane oluşturulmuştur (http://www.chori.org/bacBAC/home.htm). 

 

Tablo 3.2: BAC ve PAC klon koleksiyonunun oluşturulmasına ait genel bilgi 
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Şekil 3.1: A) pBACe3.6 vektörü, B) pCYPAC2N vektörü, C) pPAC4 vektörü (Invitrogen, USA). 

 

pBACe3.6 klonları kloramfenikol antibiyotiğine dirençlidir. Klonlar, 12,5 µg kloramfenikol / 

ml içeren LB ortamında üreyebilirler. pPAC4 ve pCYPAC2 klonları da kanamisin 

antibiyotiğine dirençlidir. Klonlar, 25 µg kanamisin / ml içeren LB ortamında üreyebilirler. 

 

Transformasyonda, transformasyonun sadece elektroporasyonla yapılabildiği, ElectroMAXTM 

DH10BTM (Invitrogen) E. coli hücreleri kullanılmıştır (Calvin ve Hanawalt, 1988; Dower ve 

diğ., 1988). mcrA genotipik markırı ve mcrBC, mrr delesyonu taşıması, bu ırkı metilsitozin 

ve metiladenin içeren DNA’nın klonlanması için uygun hale getirmiştir (Raleigh, 1988; 

Woodcock ve diğ., 1989).  

 

DH10BTM Genotipi: F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 endA1 

araD139 ∆(ara, leu)7697 galU galK λ- rpsL nupG  

C 
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3.1.2. BAC / PAC Klonlarının Kopyalanması 

 
Steril koşullar altında, 96 kuyucuklu mikroplağa, ilgili antibiyotiği (12,5 µg/ml 

Kloramfenikol, 70 µg/ml Kanamisin) içeren 75 µl  Luria-Bertani (LB) besiyeri (Tablo 3.2) her 

kuyucuğa çok kanallı pipet ile konuldu. -80˚C deki ana klon stoğunu içeren mikroplak kısa 

süreli santrifüj yapıldı. Klonların kopyalanmasında kullanılan replikatör, üç kez absolü 

etanole batırılıp alevden geçirilerek steril edildi. Steril edilen replikatör ile BAC / PAC 

klonlarını içeren mikroplaktan, LB + antibiyotik karışımını içeren mikroplağa  ekim yapıldı. 

Ekim yapılan mikroplak 37˚C deki çalkalayıcıda bir gece boyunca inkübasyona bırakıldı.  

3.1.3. Hücrelerin Zengin Besiyeri Ortamına Alınması 

 
3.1.3.1. 2 ml lik Kültür Hazırlığı (Maxi prep.) 

Bir gece 37˚C de inkübasyona bırakılan mikroplak, mikroplak çalkalayıcıdan alınarak +4˚C 

ye kaldırıldı. Gözlenen bulanık sarı renk üremenin gerçekleştiğini gösterdi. Üreme değeri 

mikroplak okuyucuda (spektrofotometre) 490 nm dalga boyunda ölçüm alınarak belirlendi. 2 

ml lik (96 kuyucuklu) mikroplak, ilgili antibiyotiği (12,5 µg/ml Kloramfenikol, 70 µg / ml 

Kanamisin)  içeren TB (EZMix Terrific Broth, SIGMA)  ile dolduruldu (Tablo 3.3). +4˚C ye 

kaldırılmış olan mikroplak alınarak 3000 rpm ye kadar kısa süreli santrifüj edildi. Replikatör 

3 kez %100 (v/v) lük etanol ve ateşten geçirilerek steril edildi ve laminar flow içinde 

soğumaya bırakıldı. Replikatör, bir gün önce ekilen bakteri kuyucuklarına batırılıp, TB + 

Antibiyotik karışımını içeren 2 ml lik mikroplağa ekim yapıldı ve 37˚C deki çalkalayıcıda bir 

gece boyunca inkübasyona bırakıldı. Bir gün önce ekilen bakteri klonlarını içeren 

mikroplakda her kuyucuğa 75 µl %50 (v/v) lik gliserolden eklenip, pipetaj yapıldı ve -20˚C ye 

kaldırıldı.  

 

Çalışmada kullanılan besiyerleri ve kimyasallar (Tablo 3.3), 1,2 atm 121°C de 20 dakika 

otoklavlanarak steril edildi. Antibiyotik solüsyonları 0,45 µm milipor filtre ile steril edildikten 

sonra uygun konsantrasyonlarda besiyeri ortamına eklendi.  
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Tablo 3.3: Hücre kültüründe kullanılan besiyeri ve solüsyonlar 

                                  

3.1.3.2. Hücrelerin Zengin Ortamdan Eldesi 

37˚C etüvde üreme gerçekleşen mikroplak ile çalışmaya devam edildi. 3600 rpm de, +4˚C de, 

20 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant uzaklaştırılarak oda sıcaklığında 

ters vaziyette 30 dakika kurumaya bırakıldı.  

 

3.1.4. BAC / PAC Klonlarından Plazmit DNA İzolasyonu 

 
96 kuyucuklu mikroplakda her kuyucuktaki pellet üzerine 100 µl Solüsyon I (Tablo 3.4) 

eklenerek, solüsyonun pelletle süspanse olması sağlandı. Mikroplak, 65˚C da su banyosunda 

40 dakika inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda 4000 rpm de 15 dakika santrifüj edildi. Pellete 

hiç dokunmadan üst sıvı 2 ml lik yeni bir mikroplağa aktarıldı. Her kuyucuğa 250 µl  %95 

(v/v) lik etanol eklendi ve -20°C de 2 saat bekletildi. Süre sonunda 4000 rpm de 10 dakika 

santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet üzerine 250 µl %70 (v/v) lik etanol 

eklendi. Kısa süreli santrifüj edilerek üst faz uzaklaştırıldı ve oda sıcaklığında ters vaziyette 

kurumaya bırakıldı. Her kuyuya 50 µl (tuz solüsyon + RNazA)  karışımı eklendi (Tablo 3.4). 

37˚C lik su banyosunda 30 dakika bekletildi. Süre sonunda üzerine 125 µl  %95 (v/v) lik 

etanol ve 5 µl Amonyum asetat (7.5 M) eklendi ve -20˚C ye kaldırıldı.  

 

Ertesi sabah, mikroplak -20˚C den alınarak 4000 rpm de 30 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant uzaklaştırıldı ve her kuyuya 250 µl  %70 (v/v) lik etanol eklendi. Alkolle yıkama 

gerçekleştirildikten sonra etanol ortamdan uzaklaştırıldı. Mikroplak,  37˚C  lik  etüvde  2  saat  
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bekletildi. Süre sonunda her kuyuya 50 µl steril distile su eklenip,  DNA’nın çözünmesi için 1 

gece +4˚C de bekletildi. 

Tablo 3.4: DNA izolasyonu için kullanılan tampon ve solüsyon içerikleri. 

Solüsyon I ve Solüsyon II, 50 ml ye steril distile su ile tamamlandı ve 0.45 µm por çapındaki enjektörlü miliporla filtre edildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi 

 
Agaroz jel hazırlanırken, jel kasetine tarak yerleştirildi. %1 (w/v) lik jel hazırlamak için, bir 

erlene 1 gr agaroz ve 100 ml 0.5X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) (Tablo 3.5) tamponu eklendi 

ve mikrodalga fırında çözüldü. Yaklaşık 60°C ye soğutularak, 10 µl Etidyum Bromür (10 

mg/ml) eklendi. Jel kasete dökülerek, 30 dakika süre ile donması beklendi ve sonra taraklar 

çıkarılarak içinde 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez tankına yerleştirildi. 

 

İzole edilen DNA örneklerinden 4 µl alındı, 3 µl 6x yükleme tamponu (Fermentas) üzerine 

eklenerek pipetaj yapıldı ve hazırlanan jel kuyucuklarına aktarıldı. DNA örneklerinin 

boyutlarının belirlenebilmesi amacıyla, ağırlıkları bilinen bir DNA markırı (100 bç, 

Fermentas) ile birlikte jele yüklendi. 120 V da yürümeye bırakıldı. Bu süre içinde, DNA 

içeriğinin agaroz jelde elektroforetik olarak ayrılmaları sağlandı. Bromofenol mavisi, jelin 2/3 

lük bölümüne ulaştığında güç kaynağı kapatılarak, jel UV transillüminatörde incelendi. 
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Tablo 3.5: Agaroz jel için tampon içeriği. 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.6. BAC / PAC Plazmit DNA sının Çoğaltılması  

 
En az 1 gece + 4˚C de bekletilen DNA içeren mikroplak, çalkalayıcıda 5 dakika çalkalandı. 

Çalışılacak DNA örneklerinden 2 şer µl, 96 kuyucuklu 25 µl hacimli PCR mikroplaklarına 

aktarılıp kısa süreli santrifüj yapıldı. Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplifikasyon Kiti (Tablo 

3.6) (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)  prosedürüne uygun olarak, Applied Biosystems 

Gene Amp® PCR System 9700 model cihazda BAC / PAC plazmit DNA’sı çoğaltıldı (total 

genom amplifikasyonu, “wga”). Kit’in önerdiği yönteme göre (Estaban ve diğ., 1993; Lizardi 

ve diğ., 1998;  Dean ve diğ., 2001; Nelson ve diğ., 2002), DNA örnekleri üzerine kit 

içerisinde yer alan “Sample Buffer (örnek tamponu)” dan 9 µl eklendi. Pozitif kontrol için 10 

ng/µl konsantrasyondaki lambda DNA’sı (λ DNA), negatif kontrol olarak da steril distile su 

kullanıldı. 95˚C de 3 dakika DNA denatürasyonu gerçekleştirildi. Süre sonunda DNA 

örnekleri buz üzerine alınarak, her örnek için 9 µl Reaksiyon tamponu ve 1 µl GenomiPhi 

enzim karışımından olacak şekilde toplam 10 µl reaksiyon karışımı eklendi. 30˚C de 2 saat 

süre ile amplifikasyon gerçekleştirildi (Tablo 3.7). Enzim inaktivasyonu için 65˚C de 10 

dakika bekletildi ve +4˚C ye soğutularak amplifikasyon reaksiyonu sonlandırıldı. 

Reaksiyonun gerçekleşip gerçekleşmediğini belirleyebilmek için amplifikasyonu yapılmış 

DNA örnekleri, kit içerisinde yer alan pozitif kontrol (λ DNA’sı) ve negatif kontrol örneği 

için  %1 (w/v) lik agaroz jel elektroforezi yöntemi uygulandı.  
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Tablo 3.6: GenomiPhi V2 DNA Amplifikasyon Kiti içeriği. 

 

Tablo3.7: BAC / PAC Plazmit DNA’sının çoğaltılmasında kullanılan PCR programı. 

 
 
 

 

 

 

 

3.1.7. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

3.1.7.1. DNA Konsantrasyonunun Spektrofotometrik Tayini 

İzole edilen DNA örnekleri UV mikroplağı içinde belirli oranlarda sulandırılarak, 

spektrofotometre cihazında 260 nm dalga boyundaki Optik Dansite (OD) değeri belirlendi. 

260 nm dalga boyunda okunan OD değeri, sulandırma katsayısı ve DNA katsayısı ile 

çarpılarak derişim µg/ml cinsinden hesaplandı (Maniatis ve diğ., 1989). 260 nm / 280 nm 

değeri, izole edilen DNA’nın saflığının bir ölçüsü olup, saf DNA için bu değer 1.8 dir. 

 

DNA (µg/ml) = A260 X Sulandırma oranı X 50 (sabit çarpan) 

3.1.7.2. DNA Konsantrasyonunun Florometrik Tayini 

Spektrofotometrik yöntemle elde edilen sonuçların doğruluğunu konfirme etmek açısından tek 

zincirli nükleik asitlerin de bulunduğu ortamda çift zincirli DNA’yı pikogram düzeyinde 

belirleme hassasiyetine sahip Quant-ITTM PicoGreen® dsDNA kiti (Invitrogen, Oregon, USA) 

ile çalışma yapıldı. Floresan mikroplağı içinde, kitte yer alan standart DNA’nın ve çalışılacak  
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örnek DNA’larının uygun sulandırımları hazırlanarak Picogreen için eksitasyon 480 nm, 

emisyon 520 nm dalga boylarında florometrik ölçümü alındı. 

 
Kitin önerdiği yönteme göre, TE tamponu (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5), Quant-

iTTM PicoGreen ajanında DNA örneklerini sulandırmak amacıyla kullanıldı. Kitte yer alan 

20X TE tamponu; steril distile su ile 20 kat sulandırılarak 1X TE çalışma solüsyonu 

hazırlandı. Çalışmada kullanılacak PicoGreen ajanı konsantre DMSO’nun 200 kat 

sulandırılmasıyla hazırlandı. Miktar tayini yapılacak her bir DNA örneği için 100 µl final 

hacim olacak şekilde 99,5 µl 1XTE içine 0,5 µl çift iplikli DNA’ya özgü PicoGreen ajanı 

eklendi. Çalışma solüsyonu, folyoya sarılı şekilde  karanlık odada muhafaza edilerek ışıktan 

korundu. 

 
DNA standart eğrisi oluşturmak için, Quant-iTTM PicoGreen kiti içinde 100 µg/ml olarak 

bulunan Lambda DNA standartından 2 µg/ml konsantrasyonda çalışma solüsyonu hazırlandı. 

1 ng/ml den 1 µg/ml ye kadar sulandırım yapılıp  5 noktalı standart eğri oluşturuldu (Tablo 

3.8) (Sambrook ve diğ., 1989). 

 

Tablo 3.8: Standart eğri oluşturma protokolü 

    

3.1.8. Mikroarray Basımı İçin Optimum DNA Konsantrasyonu ve Spotlama 
Tamponunun Belirlenmesi 

 
Mikroarray baskılamasında (spotlama) kullanılacak olan DNA örneklerinin optimum 

konsantrasyonunun ve optimum baskılama (spotlama) tamponunun belirlenmesi için, 

çoğaltılmış ve DNA konsantrasyonu PicoGreen yöntemiyle belirlenmiş olan BAC / PAC 

DNA’larından rastgele seçim yapılıp eşit konsantrasyona getirildi. DNA örnekleri farklı 

baskılama solüsyonları ile karıştırılıp, final hacim 50 µl olacak şekilde 384 kuyucuklu 
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mikroplağa 500 ng/ml, 1000 ng/ml ve 1500 ng/ml konsantrasyonlarda eklendi. Baskılama 

tamponu olarak “CapitalBio DNA Spotting Buffer (Pekin, Çin)”, %50 DMSO 

(dimetilsülfoksit), 3XSSC (sodyum klorür-sodyum sitrat) / %50 DMSO kullanıldı. 

“CapitalBio PersonalArrayerTM16 (Pekin, Çin)” mikroarray yazıcı kullanılarak özel 

tasarlanmış mikroarray lamı (CapitalBio OPAminoSlideTM ; Pekin, Çin) üzerine basılma 

işlemi gerçekleştirildi. Basımı yapılan mikroarray lamları, “CapitalBio LuxScanTM10K 

(Pekin, Çin)” Mikroarray Tarayıcı kullanılarak tarama işlemi gerçekleştirildi. 

3.1.9. Mikroarray Lamına Basılan Spotların Kontrolü 

 
Deneme amaçlı üretimi yapılan mikroarray lamları mikroarray tarayıcıda taranarak 

görüntüleri .jpeg dosyası olarak kaydedildi. DNA konsantrasyonuna bağlı olarak, kullanılan 

spotlama tamponunun miktarlarında korelasyon olduğu belirlendi. Spotlar genel görünüm, 

boyut ve şekil açısından değerlendirildi. Mikroarray lamlarının basılma işlemi sonrasında 

+80˚C de bekletilmesinin ardından uygun konsantrasyonlarda SDS (sodyum dodesil sülfat) 

çözeltisinden geçirilip eş zamanlı olarak alkol ve distile sudan geçirilip kurutuldu. Bu işlem 

sonrasında CapitalBio LuxScanTM10K (Pekin, Çin) cihazında tekrar tarama gerçekleştirilip 

görüntü kaydedildi. Yıkama işlemi sonrasında spotların bulunduğu bölgeler, siyah halka 

şeklinde gözlendi. Mikroarray tarayıcıdan elde edilen spot görüntülerinin sadece baskılama 

tamponuna ait olup olmadığını gözlemlemek amacıyla DNA varlığını belirlemeye yönelik 

çalışmalar yapıldı. 

3.1.10. Mikroarray Lamında Çift İplikli DNA (dsDNA) Kontrolü 

 
Mikroarray lamında, BAC / PAC klonlarına ait çift iplikli plazmid DNA sının varlığını 

gözlemleyebilmek amacıyla “Quant-ITTM PicoGreen® dsDNA kiti” (Invitrogen, Oregon, 

USA) içerisinde yer alan PicoGreen ajanı konsantre DMSO’nun 200 kat sulandırılmasıyla 30 

µl hacimde hazırlanıp, mikroarray lamına uygulandı. Oda sıcaklığında 10 dakika inkübasyon 

süresi sonunda distile sudan geçirilip kurutuldu ve mikroarray tarayıcıda taratıldı.  
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3.1.11. Mikroarray Lamındaki DNA nın Denatürasyon Kontrolü 

 
Çift iplikli plazmid DNA sının varlığını doğrulamak amacıyla mikroarray lamı kaynamış 

distile suda 2 dakika bekletilerek lam üzerindeki DNA ların denatürasyonu sağlandı. Quant-

ITTM OliGreen® ssDNA kiti (Invitrogen, Oregon, USA) içerisinde yer alan OliGreen ajanı, 

PicoGreen yönteminde kullanılan aynı protokolle konsantre DMSO’nun 200 kat 

sulandırılmasıyla 30 µl hacimde hazırlanıp, mikroarray lamına uygulandı (Reyderman ve 

Stavchansky, 1996; Gray ve Wickstrom, 1997). Oda sıcaklığında 10 dakika inkübasyon süresi 

sonunda distile sudan geçirilip kurutuldu ve mikroarray tarayıcıda taratıldı.  

3.1.12. Hedef DNA ların Mikroarray Lamına Basılması 

Spektrofotometrik ve florometrik yöntemlerle miktar tayinleri yapılan BAC / PAC klonlarına 

ait DNA örnekleri, eşit konsantrasyonda olacak şekilde hesaplamaları yapılarak 384 

kuyucuklu mikroplağa aktarıldı. DNA örneklerine 1000 ng/ml konsantrasyonda olacak 

şekilde CapitalBio DNA Spotting Buffer (Pekin, Çin) ile sulandırım yapıldı. CapitalBio 

PersonalArrayerTM16 (Pekin, Çin) mikroarray yazıcı ile özel tasarlanmış mikroarray lamı 

(CapitalBio OPAminoSlideTM (Pekin, Çin)) üzerine basılma işlemi gerçekleştirildi. Basılma 

işlemi sonrasında mikroarray lamları 80°C de 2 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda % 

0,1 (w/v) SDS de 5 dakika, % 0,2 (w/v) SDS de 5 dakika çalkalandı. Oda sıcaklığındaki % 70 

(v/v), %80 (v/v) ve % 100 (v/v) alkol serisinden 2 şer dakika geçirilerek dehidrasyon 

sağlandı. Lamlar kuruduktan sonra CGH çalışmasında kullanılmak üzere desikatöre kaldırıldı. 

3.2. POY TANISINA YÖNELİK GELİŞTİRİLEN MİKRODİZİN BAZLI 

KARŞILAŞTIRMALI GENOMİK HİBRİDİZASYON KİTİ KULLANILARAK 

MİKROARRAY CGH ÇALIŞMA PROTOKOLÜNÜN OPTİMİZASYONU 

3.2.1. Referans DNA Örneklerinin Restriksiyon Enzimiyle Kesimi 

Referans erkek ve kadın DNA sı için ticari olarak satılan “Human Genomic DNA: Male (224 

µg/ml)” ve “Human Genomic DNA: Female (261 µg/ml)” (Promega, Madison, USA) 

kullanıldı. Ticari olarak elde edilen referans DNA örneklerine, işaretleme protokolünden önce 

DNA fragmentasyonu için enzim kesimi uygulandı. Bu amaçla,     3 µg/µl DNA örneklerinin 

kesimi için HindIII Restriksiyon Enzimi (Promega, Madison, USA) kullanıldı. Kit’in önerdiği 

yönteme göre (Old ve diğ., 1975; Hung ve diğ., 1991), 3 µg/µl DNA kesimi için steril 
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mikrosantrifüj tüpüne son hacim 60 µl olacak şekilde sırasıyla; DNA miktarıyla birlikte 51,9 

µl ye tamamlanacak şekilde steril dH2O, 6 µl RE 10X Tampon, 0,6 µl Asetillenmiş BSA 

(Bovine Serum Albumine) (10 µg / µl), 3 µg / µl DNA eklenip pipetajla karıştırıldı ve 1,5 µl 

Restriksiyon Enzimi (10 u / µl) buz üzerinde eklendi (Tablo 3.9). 60 µl son hacimdeki 

karışıma pipetaj yapılıp kısa süreli santrifüj edildi. 37˚C de 4 saatlik inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonrasında DNA fragmentasyonunun kontrolü için 5 µl kesime uğratılmış DNA 

örneği 2 µl 6X yükleme tamponuyla karıştırılıp %1 (w/v) lik agaroz jel elektroforez 

sisteminde 120 V da yürütüldü.  

Tablo 3.9: HindIII Restriksiyon Enzimiyle DNA kesim reaksiyonu. 

 

 

 

 

 

 

3.2.2. DNA Örneklerinin Saflaştırılması 

Restriksiyon enzimiyle kesime uğratılan DNA örneklerinin saflaştırılması “DNA Clean & 

Concentrator-5TM” (Zymo Research, USA) kitiyle yapıldı (www.zymoresearch.com). Kit 

prosedürüne göre, 1,5 ml lik mikrosantrifüj tüplerinde kesime uğratılmış DNA örneklerinin 2 

kat hacminde DNA Bağlama Tamponu (DNA Binding Buffer)  eklendi ve vorteks yapılarak 

karıştırıldı. Karışım, kitte yer alan “Zymo-SpinTM” içeren toplama tüpüne ( Collection Tube) 

aktarıldı. 10,000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi ve tüpte toplanan sıvı uzaklaştırıldı. Kolona 

200 µl Yıkama Tamponu (Wash Buffer) eklenerek 10,000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi ve 

yıkama aşaması tekrarlandı. Kolon yeni bir 1,5 ml lik mikrosantrifüj tüpüne alındı. 10 µl steril 

distile su eklenerek 10,000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi. Aynı işlem tekrar edilerek 1,5 ml 

lik mikrosantrifüj tüpünde DNA örneklerinin elüsyonu sağlandı. Saflaştırılan DNA 

örneklerinin konsantrasyonu, bölüm 3.1.7.2. de belirtilen prosedüre  uygun  olarak  PicoGreen  
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yöntemiyle florometrik olarak belirlendi ve Mikroarray Karşılaştırmalı Genomik 

Hibridizasyon (aCGH) çalışmasında kullanılmak üzere konsantrasyon eşitlemesi yapıldı. 

 

3.2.3. Kesime Uğratılmış Referans DNA ların Farklı Renkteki Florokromlarla 

İşaretlenmesi 

Karşı cinsiyetlere ait referans DNA ları “BioPrime® DNA Labeling System (Invitrogen, 

Carlsbad, CA)” işaretleme kiti kullanılarak, cyanine-3dUTP (Cyanine 3) ve cyanine-5dUTP 

(Cyanine 5) ile ayrı ayrı işaretlendi (Feinberg ve Vogelstein, 1983; 1984). 200 µl lik PCR 

tüpüne 0,15-2,0 µg  genomik DNA eklendikten sonra total hacim steril distile su ile 25 µl ye 

tamamlandı.  20 µl 2.5X Random Primer / Reaksiyon Tamponu eklendi. Reaksiyon karışımı 

99˚C de 10 dakika denatürasyona bırakıldı ve süre sonunda 5 dakika buz üzerinde bekletildi. 

Kısa süreli santrifüj yapılıp, tekrar buz üzerine alındı. Örnekler buz üzerindeyken, 5 µl 

cyanine işaretli nukleotid karışımı (erkek referans DNA örneği için Cy3-dUTP, kadın referans 

DNA örneği için Cy5-dUTP (Enzo Life Science, 1 mM stok)  ve 1 µl Klenow Fragment 

eklendi (Tablo 3.10). Tüpteki içerik karıştıktan sonra kısa süreli santrifüj edildi. Reaksiyon 

karışımı 37˚C de 4 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda  tüpler buz üzerine alındı ve 

işaretleme reaksiyonunun verimliliğini kontrol etmek için %1 (w/v) lik agaroz jelde yürütmek 

üzere mikrosantrifüj tüplerine 5 µl örnek ayrıldı. Geriye kalan reaksiyon karışımına 5 µl 

Reaksiyon durdurma tamponu (Stop Buffer) eklendi ve kısa süreli santrifüj edildi. 72˚C de 10 

dakika inkübe edilerek enzim inaktivasyonu sağlandı ve 4˚C ye soğutularak kısa süreli 

santrifüj edildi. 
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Tablo 3.10: “BioPrime® DNA Labeling System” ile işaretleme reaksiyonu. 

 

                

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4. İşaretlenmiş DNA ların Çöktürülmesi 

Referans tüplerindeki örnekler, farklı renkte işaretli olan kendi test tüplerine eklendi. 

Karışıma, Cot-1 DNA ve Salmon sperm DNA içeren 45 µl Hibridizasyon Tamponu I eklendi.  

Her bir tüpe 12,9 µl, 5 M NaCl ve 130 µl oda sıcaklığındaki izopropanol eklendi, parmakla 

vurularak içeriğin karışması sağlandı ve mikrosantrifüjde spin edildi. Tüpler 20 dakika dik 

şekilde ışıktan korunarak muhafaza edildi. 14500 rpm de 4˚C de 20 dakika santrifüj edildi. 

Mor pellet oluştuğundan emin olunarak, süpernatant dikkatli bir şekilde uzaklaştırıldı. 500 µl 

% 70 lik etanol eklendi ve 13200 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. Etanol pipet yardımıyla 

uzaklaştırıldı ve ışıktan korumalı bir şekilde tüpün ağzı açık vaziyette 20 dakika bekletildi. 

Pelletteki DNA ya, 5 µl nukleaz içermeyen steril distile su (aCGH suyu) eklendi. 37˚C de 15 

dakika inkübasyona bırakılarak pellet üzerinde ayrı bir tabaka oluşturan aCGH suyunun DNA 

ile süspanse olması sağlandı. 
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3.2.5. İşaretlenmiş DNA nın Mikroarray Üzerinde Hibridizasyonu 

Formamid, 20X SSC, %1 (w/v) SDS ve diğer bileşenleri içeren Hibridizasyon Tamponu II, 

50˚C de tamamen çözdürülerek içeriğin iyice karışması sağlandı ve 4000 rpm de 15 saniye 

santrifüj edildi. Her tüpe 11,6 µl Hibridizasyon Tamponu II ve 5 µl işaretlenmiş DNA örneği 

eklendi, içeriğin karışması sağlandı ve kısa süreli santrifüj edildi. Hibridizasyon reaksiyon 

karışımı 72˚C de 10 dakika denatüre edildi ve süre sonunda buz üzerine alınarak 5 dakika 

bekletildi. Örnekler 37˚C de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Bu süre tamamlanmadan 

mikroarray lamları kaynamış distile suda 2 dakika denatüre edildi. % 70 (v/v) (soğuk), % 80 

(v/v), % 100 (v/v) alkol serisinden geçirilerek son fiksasyon yapıldı ve kurutuldu. 

Hibridizasyon kasetinin içine filtre kağıdı konuldu, hibridizasyon süresince nemli bir ortam 

sağlamak amacıyla 150 µl distile su ile ıslatıldı. Array lamı, barkod kısmı yukarıya bakacak 

şekilde kasete yerleştirildi ve üzerine 16,6 µl lik hibridizasyon karışımı damlatılıp lamelle 

kapatıldı. Hibridizasyon kaseti kapatılarak alüminyum folyo ile kaplanmış şekilde hava 

geçirmeyen, nemli bir kutu içinde 37˚C de 16 saat inkübasyona bırakıldı. 

3.2.6. Hibridizasyon Sonrası Yıkama Protokolü 

Lamlar yıkama kabında tamamen sıvıyla kaplanacak şekilde yıkama kaplarına lam başına 50 

ml Yıkama Tamponu 1, Yıkama Tamponu 2, Yıkama Tamponu 3, Yıkama Tamponu 4 

eklendi ve Yıkama Tamponu 1 hariç diğerleri ön ısıtma yapılarak 50˚C ye getirildi. Yıkama 

tamponlarının içerikleri Tablo 3.11 de verildi. Dikey bir yıkama kabında, oda sıcaklığında 

Yıkama Tamponu 1 içinde lamel uzaklaştırıldı. Lamlar, 50˚C de 20 dakika Yıkama Tamponu 

2 ile çalkalamalı inkübatörde inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda 50˚C de 20 dakika Yıkama 

Tamponu 3 ile çalkalamalı inkübatörde inkübasyona bırakıldı. Farklı bir yıkama kabında 50˚C 

de 10 dakika Yıkama Tamponu 4 ile tekrarlanarak yıkama işlemi sonlandırıldı. Lamlar 10 

saniyeden fazla olmamak koşuluyla distile sudan geçirildi. Mikroarray santrifüj tüplerine 

yerleştirilen lamlar, 1700-2000 rpm ye kadar kısa süreli santrifüj edilerek lamların kuruması 

sağlandı. 
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Tablo 3.11: Hibridizasyon sonrası yıkama aşamasında kullanılan solüsyonlar. 

 

                    

 
 

 

 

 

3.2.7. Tarayıcı ve Yazılım Kullanılarak Mikroarray Lamlarının Taranması ve                              

Analizi 

Hibridizasyon sonrası yıkaması yapılıp kurutulan mikroarray lamları, LuxScanTM 10K 

(CapitalBio) mikroarray tarayıcıya yerleştirilip tek filtrede ön tarama gerçekleştirildi (pre-scan 

aşaması). Kapalı olan filtre açık konuma getirilerek kırmızı (635 nm) ve yeşil (532 nm) 

filtrelerde tarama (scan) yapıldı ve görüntü .tiff dosyası olarak kaydedildi. “Personal 

ArrayerTM 16 Mikroarray Yazıcı” da oluşturulan mikroarray lamına basılan spotlara ait veriyi 

içeren .xls dosyası “LuxScanTM 10K” cihazına yüklendi. Üretici firma tarafından sağlanan 

yazılım programı kullanılarak hibridizasyon görüntüsü ile array üzerindeki spotlara ait veri 

birleştirildi. Her spota ait kırmızı ve yeşil floresan sinyal oranı hesaplandı ve floresan 

oranlarına göre yorum yapıldı. 

3.3. POY TANISI ALMIŞ HASTA ÖRNEĞİNİN GELİŞTİRİLEN MİKROARRAY 

KİTİNDE UYGULANMASI 

3.3.1. Test (hasta ya da kontrol) Örneklerinden Genomik DNA İzolasyonu  

Hasta olur onayı alınmış POY tanılı hastadan EDTA’lı tüpe alınan kan örneğinden Qiagen, 

“Gentra Puregene Blood Kit” ile izolasyonu yapılan DNA örneği, kit içerisinde yer alan DNA 

Hidrasyon solüsyonu içerisinde 2 µg/29,7µl konsantrasyonda “iGenomix, İspanya” 

Laboratuarından temin edildi. E.M.P. adlı 33 yaşındaki hastanın 18 yaşında adetten kesilmiş 

olması ve yüksek FSH degeri (96.4 IU/ml.) kriterleriyle çalışmaya dahil edilmesine karar 

verildi. Soy geçmişinde POY tanısı almış yada otoimmun hastalığa sahip birey bulunmayan 

hastanın annesinin Ataxia cerebellosa nedeniyle ölmüş olduğu not edildi. Kontrol olur onayı 

alınmış sağlıklı bireylerden EDTA’lı tüpe alınan kan örneklerinden AbsoGene, Kandan 
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Genomik DNA İzolasyon Kiti’nde önerilen yönteme göre genomik DNA izolasyonu yapıldı. 

Kit protokolüne göre 1,5 ml mikrosantrifüj tüpüne 20 µl Proteinaz K (5 mg/ml) eklendi. 

Üzerine 250 µl kan örneği ve hemen ardından 250 µl B Solüsyonu eklenerek 20 kere tekrarlı 

vorteks yapıldı. Kısa süreli santrifüj edildi ve her 3 dakikada bir karıştırılmak suretiyle 65˚C 

de 15 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında 200 µl % 96-100 (v/v) etanol 

eklenip vorteksle 20 kez karıştırıldı. Kısa süreli santrifüj edildikten sonra karışım, kit 

içerisinde yer alan kolonlu tüpe aktarıldı. 8.000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi. Sıvıyı 

toplayan tüp atılarak, kolon yeni bir tüpe alındı. 700 µl  W1 Solüsyonu eklenip 8.000 rpm de 

1 dakika santrifüj edildi ve kolon yeni bir tüpe alındı. 700 µl  W2 Solüsyonu eklenip 13.000 

rpm de 1 dakika santrifüj edildi ve tüpte toplanan sıvı uzaklaştırılıp kolon tekrar aynı tüpe 

yerleştirildi. 14.000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi. Santrifüj sonrası kolon, yeni bir 1,5 ml 

lik tüpe transfer edildi. Önceden 70˚C ye ısıtılmış E Solüsyonundan 200 µl eklenip oda 

sıcaklığında 3 dakika inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda 14.000 rpm de 1 dakika santrifüj 

edildi. Kolon uzaklaştırıldı ve mikrosantrifüj tüpü içerisindeki genomik DNA’yı içeren sıvı, 

array CGH çalışmasında kullanılmak üzere -20˚C ye kaldırıldı. 

 

Array CGH çalışmasında kullanılmak üzere Referans DNA olarak ticari satılan Promega, 

Human Genomic DNA: Male (224 µg/ml) ve Female (261 µg/ml)  kullanıldı. 

3.3.2. Test ve Referans DNA Örneklerinin Fragmentasyon Optimizasyonu 

Mikroarray CGH çalışmasında, farklı renkte işaretlenmiş test ve referans DNA örneklerinin 

mikroarray üzerindeki hedef DNA ile hibridizasyon etkinliğinin arttırılması amacıyla DNA 

fragmentasyonu için Restriksiyon Endonukleaz Kesimi ve Dejenere Oligonukleotid PCR 

(DOP-PCR) yöntemi uygulandı. 

 

3.3.2.1. Test ve Referans DNA Örneklerinin Restriksiyon Enzimiyle Kesimi 

Test (hasta ya da kontrol) ve referans DNA örneklerine, işaretleme protokolünden önce DNA 

fragmentasyonu için enzim kesimi uygulandı. Bu amaçla, 3 µg/µl DNA örneklerinin kesimi 

için HindIII Restriksiyon Enzimi (Promega, Madison, USA) kullanıldı. Protokol olarak bölüm 

3.2.1. temel alındı. 
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3.3.2.2 Kesime Uğratılmış Test ve Referans DNA Örneklerinin Saflaştırılması 

Restriksiyon enzimiyle kesime uğratılan test ve referans DNA örneklerinin saflaştırılması 

“DNA Clean & Concentrator-5TM” (Zymo Research, USA) kitiyle yapıldı. Bölüm 3.2.2. de 

yer alan kit prosedürü uygulandı. 

 
3.3.2.3. Test ve Referans DNA ların Farklı Renkteki Florokromlarla İşaretlenmesi 

Test DNA sı ve karşı cinsiyete ait referans DNA sı “BioPrime® DNA Labeling System 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)” işaretleme kiti kullanılarak, cyanine-3dUTP (Cyanine 3) ve 

cyanine-5dUTP (Cyanine 5) ile ayrı ayrı işaretlendi. İşaretleme reaksiyonu için bölüm 3.2.3. 

de yer alan kit prosedürü uygulandı. 

 
3.3.2.4. Test ve Referans DNA sının Dejenere Oligonukleotid PCR (DOP-PCR) 

Yöntemiyle Çoğaltılıp, Farklı Renkteki Florokromlarla İşaretlenmesi 

Test ve referans DNA’ların restriksiyon endonukleazı ile kesime uğratılıp, saflaştırma kiti ile 

temizlenmesi sonucu yapılan florometrik tayinde, başlangıçtaki DNA miktarında büyük kayıp 

(~1/5-1/6 kat) olduğu ve geriye kalan DNA konsantrasyonunun işaretleme reaksiyonu için 

uygun olmadığına karar verildi. Bu amaçla restriksiyon kesimi ile DNA fragmentasyonu 

yerine, az miktarda DNA örneği ile DNA’nın gerekli konsantrasyona kadar çoğaltılabildiği 

DOP-PCR reaksiyonu gerçekleştirildi. 

 

Dejenere oligonukleotid-primerli PCR (DOP-PCR) olarak adlandırılan yöntem; dejenere 

dizilere sahip oligonukleotid primerlerin kullanıldığı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

çeşididir. PCR protokolüyle birlikte dejenerasyonun kullanılması, düşük bağlanma 

sıcaklığında primerlerin hedef genomda çok sayıda bölgeye bağlanmasını sağlamaktadır 

(Telenius ve diğ., 1992). PCR temelli total genom amplifikasyonu çalışmalarındaki amaç, 

pikogram ya da nanogram miktarındaki başlangıç DNA materyalinden mikrogram düzeyde 

elde etmektir. Hedef diziye spesifik primer çiftlerinin kullanıldığı geleneksel PCR 

yönteminden farklı olarak DOP-PCR’da, 3’  ve 5’ uçları arasında heksamer dizilerin yer 

aldığı tek primer kullanılır. Farklı türler için aynı primer kullanılarak etkili DNA çoğaltımı 

gerçekleştirilebilmektedir. DOP-PCR; genel DNA çoğaltılmasında kullanılan yöntemler 

arasında hızlı, etkili ve tür bağımsız bir tekniktir (Arneson ve diğ., 2008). 

 



 60 

Ticari satılan referans erkek ve referans kadın DNA sının (Promega, Madison, USA) birlikte 

kullanılacağı ve İspanya’dan temin edilen amenore (adetten kesilme) yaşı 18 olan 33 

yaşındaki POY hastasına ait DNA örneği ile bu örnekle hibridizasyona girecek olan referans 

kadın DNA sı için iki ayrı DOP-PCR reaksiyonu gerçekleştirildi. DNA örneklerinin çoğaltımı 

için; 50 µl son hacimde 1 µg DNA örneği, 1 µl DOP-PCR primeri (5’-

CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3’) (2.0 µmol/l, Sentromer), 1 µl Taq DNA Polimeraz 

(5 U/µl, Fermentas), 4 µl dNTP karışımı (2,5 mM/ml, DSBIO), 5 µl PCR Tamponu (10X Taq 

Buffer, KCl, Fermentas)  ve 6 µl MgCl2 (25 mM, Fermentas) eklenerek reaksiyon karışımı 

steril dH2O ile 50 µl ye tamamlandı. Tablo 3.12. de yer alan koşullarda SensQuest marka PCR 

cihazında DOP-PCR reaksiyonu gerçekleştirildi ( Hu ve diğ., 2004).  

Tablo 3.12: DOP-PCR ile DNA çoğaltımında kullanılan PCR programı. 

*: 72°C de uzatma aşamasında her siklusda 3 dakikaya 10 saniye eklendi. 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Reaksiyon sonunda 5 er µl DOP-PCR ürünü % 1 (w/v) lik agaroz jelde yürütülerek reaksiyon 

kontrolü yapıldı. DNA konsantrasyonu, bölüm 3.1.7.2. de yer alan florometrik tayinle 

belirlendikten sonra DNA miktarları eşitlendi ve bölüm 3.2.3. de yer alan Cyanine-3dUTP 

(Cyanine 3) ve Cyanine-5dUTP (Cyanine 5) ile işaretleme reaksiyonu uygulandı. 

3.3.3. İşaretlenmiş DNA ların Çöktürülmesi 

Referans tüplerindeki örnekler, farklı renkte işaretli olan kendi test tüplerine eklendi. 

Çöktürme işlemi için bölüm 3.2.4 de yer alan prosedür uygulandı. Pelletteki DNA’ya,   5 µl 

nukleaz  içermeyen steril  distile  su  (aCGH suyu)  eklendi.  37˚C de  15 dakika  inkübasyona      

 

 



 61 

bırakılarak pellet üzerinde ayrı bir tabaka oluşturan aCGH suyunun DNA ile süspanse olması 

sağlandı. 

3.3.4. İşaretlenmiş DNA nın Mikroarray Üzerinde Hibridizasyonu 

Hibridizasyon protokolü için bölüm 3.2.5. temel alındı. İşaretlenmiş DNA örneğine, bölüm 

3.2.5. de belirtilen şekilde Hibridizasyon Tamponu II eklenerek, hibridizasyon reaksiyon 

karışımı 72˚C de 10 dakika denatüre edildi ve süre sonunda buz üzerine alınarak 5 dakika 

bekletildi. Örnekler 37˚C de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Bu süre içinde mikroarray 

lamlarının denatürasyonu yapılıp, alkol serisinden geçirildi ve kurumaya bırakıldı. Array lamı 

hibridizasyon kasetine yerleştirildi, 12 µl lik her karışım, lamel üzerindeki örnek yükleme 

kuyucuğundan array lamına uygulandı. Hibridizasyon kaseti kapatıldı. Hibridizasyon kaseti 

alüminyum folyo ile kaplanarak hava geçirmeyen, nemli bir kutu içinde 37˚C de 16 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

3.3.5. Hibridizasyon Sonrası Yıkama Protokolü 

Lamlar yıkama kabında tamamen sıvıyla kaplanacak şekilde lam başına 50 ml Yıkama 

Tamponu 1, Yıkama Tamponu 2, Yıkama Tamponu 3, Yıkama Tamponu 4 yıkama kaplarına 

eklendi ve ön ısıtma yapılarak 50˚C ye getirildi. Bölüm 3.2.6. da yer alan yıkama protokolü 

uygulanıp 1700 rpm ye kadar kısa süreli santrifüj edilerek mikroarray lamlarının kuruması 

sağlandı. 

3.3.6. Tarayıcı ve Yazılım Kullanılarak Mikroarray Lamlarının Taranması ve                              

Analizi 

Hibridizasyon sonrası yıkaması yapılıp kurutulan mikroarray lamlarının taranması ve analizi 

için bölüm 3.2.7. temel alındı.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. POY TANISINA YÖNELİK MİKRODİZİN BAZLI KARŞILAŞTIRMALI 

GENOMİK HİBRİDİZASYON KİTİ TASARIMI VE GELİŞTİRİLMESİ 

POY ile ilişkili olduğu belirtilen gen ve gen dışı bölgelere ait klonların toplamı olan 413 BAC 

/ PAC klonu, 5 adet 96 kuyucuklu mikroplakta çalışıldı. 5 mikroplağın tümüne uygulanacak 

yöntemlerin optimizasyonu için rastgele seçilen 61 BAC / PAC klon ile oluşturulan mikroplak 

kullanıldı. 

4.1.1. BAC / PAC Klonlarının Üretilmesi 

Malzeme ve Yöntem Bölümü’nde 3.1.2. BAC / PAC Klonlarının Kopyalanması ve 3.1.3. 

Hücrelerin Zengin Besiyeri Ortamına Alınması kısmında belirtilen yönteme göre steril 

koşullar altında seçici kültür ortamında çoğaltılan BAC / PAC klonlarına ait pelletler,  3600 

rpm de +4˚C de 20 dakika santrifüj edilerek elde edildi (Şekil 4.1). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

  

 

                     Şekil 4.1: Kültür ortamında üretilen BAC / PAC klonlarına ait pelletlerin 
santrifügasyonla eldesi. 
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4.1.2. BAC / PAC Klonlarından Plazmit DNA İzolasyonu 

Malzeme ve Yöntem Bölümü’nde 3.1.4. kısmında belirtilen yönteme göre rastgele seçilmiş 61 

klondan izolasyonu yapılan plazmid DNA ları %1 (w/v)  lik agaroz jel elektroforezinde analiz 

edildi. Plazmid DNA larına ait bantlar ultraviyole (UV) ışık altında parlak ve net çift bant 

halinde gözlemlendi (Şekil 4.2). 

  
  
 
 
 
 
 
 
 

         

 

 

        Şekil 4.2: BAC / PAC klonlarına ait plazmit DNA larının %1 (w/v) lik agaroz jeldeki 
görünümleri. 

           (1. cep: 100 bç lik standart markır, 2- 9. cepler: rastgele seçilmiş plazmid DNA ları). 

 

4.1.3. BAC / PAC Plazmit DNA sının Çoğaltılması 

DNA izolasyonu yapılan BAC / PAC klonlarına, Malzeme ve Yöntem Bölümü’nde 3.1.6. 

kısmında belirtilen yönteme göre Total Genom Amplifikasyonu yapıldı. Pozitif kontrol için 

kit içerisinde yer alan 10 ng/µl konsantrasyondaki lambda DNA’sı (λ DNA’sı), negatif 

kontrol olarak da steril distile su kullanıldı. Reaksiyonun gerçekleşip gerçekleşmediğinin 

kontrolü, %1 (w/v) lik agaroz jel elektroforezi yöntemi ile belirlendi (Şekil 4.3). 
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 Şekil 4.3: Çoğaltılan BAC / PAC plazmit DNA larının %1 (w/v) lik agaroz jeldeki 
görünümleri.  

             (+): Pozitif kontrol, (-): Negatif kontrol, 1-10: Rastgele seçilmiş BAC / PAC DNA larının çoğaltılması sonrası jel görüntüleri. 

 

4.1.4. DNA Konsantrasyonunun Florometrik Tayini 

Malzeme ve Yöntem Bölümü’nde 3.1.7.2. kısmında belirtilen Picogreen 

florospektrofotometrik yönteme göre kit içerisinde 100 µg/ml konsantrasyonda bulunan 

lambda DNA standartından 2 µg/ml çalışma solüsyonu hazırlamak için 1X  TE içinde 50 kat 

sulandırım yapıldı. 1 ng/ml den 1 µg/ml ye kadar sulandırım yapılıp 5 noktalı standart eğri 

oluşturuldu (Şekil 4.4). Çoğaltılan BAC / PAC DNA örneklerinin konsantrasyonu bu standart 

eğri üzerinden hesaplandı. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 
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Şekil 4.4: Picogreen yöntemiyle DNA konsantrasyonunun belirlenmesi. 

A) 1→61:  A1 den F1 e kadar; 413 POY’a ait BAC / PAC klonundan rastgele seçilmiş 61 adet çoğaltılan BAC / PAC DNA örneği , 
62:  Çoğaltılan Pozitif kontrol DNA sı,  63: Negatif kontrol. B) Standart eğri (1-1000 ng/ml DNA). C) Standart eğri 

hazırlanmasında kullanılan DNA’lara ait florometrik değerler. 

 

 

4.1.5. Mikroarray Basımı İçin DNA Konsantrasyonu Optimizasyon Sonuçları 

Mikroarray baskılamasında (spotlama) kullanılacak olan DNA örneklerinin optimum 

konsantrasyonunun ve optimum baskılama (spotlama) tamponunun belirlenmesi için, farklı 

konsantrasyonlardaki DNA örnekleri farklı spotlama tamponları ile karıştırılıp, mikroarray 

lamı üzerine basılma işlemi gerçekleştirildi. 

 

4.1.5.1. DNA Konsantrasyonu ve Spotlama Tamponu Optimizasyonu Sonuçları 

Eşit konsantrasyona getirilmiş DNA örnekleri Malzeme ve Yöntem Bölümü’nde 3.1.8. 

kısmında belirtilen şekilde, farklı spotlama tamponları (“CapitalBio DNA Spotting Buffer 

(Pekin, Çin)”, “%50 DMSO (dimetilsülfoksit)”, “3XSSC (sodyum klorür-sodyum sitrat) / 

%50 DMSO”) içinde bulunan farklı DNA konsantrasyonları (500 ng/ml, 1000 ng/ml, 1500 

ng/ml) mikroarray lamına basıldı. Deneme amaçlı üretimi yapılan mikroarray lamları 

mikroarray tarayıcıda taranarak görüntüleri kaydedildi (Şekil 4.5.A). Mikroarray tarayıcıda 
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şekil, boyut, homojen dağılım bakımından değerlendirilen spotlar için optimum spotlama 

tamponunun “CapitalBio DNA Spotting Buffer (Pekin, Çin)” olduğuna karar verildi. 

Malzeme ve Yöntem Bölümü’nde 3.1.9. kısmında belirtilen yönteme göre yıkaması yapılan 

mikroarray lamında, yıkama sonrasında spotların bulunduğu bölgeler siyah halka şeklinde 

gözlendi   (Şekil 4.5.B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

Şekil 4.5: Mikroarray lamlarının mikroarray tarayıcıda taranan görüntüleri. 

A. Basım sonrası taranan mikroarray lamı (1. sıra: 500 ng/ml DNA, 2. sıra: 1000 ng/ml DNA, 3. sıra: 1500 ng/ml DNA, 4. sıra: spotlama 
tamponu). B. Yıkama işlemi sonrası gözlenen siyah halkalar. 
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4.1.5.1.1. Mikroarray Lamında Çift İplikli DNA Kontrolü 

Mikroarray lamlarının yıkama işlemi sonrasında, spotların bulunduğu bölgelerde siyah 

halkaların oluşması üzerine DNA varlığını belirlemeye yönelik çalışmalar yapıldı. Mikroarray 

lamında BAC / PAC klonlarına ait çift iplikli plazmid DNA sının varlığı, Malzeme ve 

Yöntem Bölümü’nde 3.1.10 ve 3.1.11. kısımlarında belirtilen şekilde picogreen ve oligreen 

yöntemiyle belirlendi. PicoGreen uygulaması sonrasında, yeşil filtrede yapılan tarama 

sonrasında siyah halkaların olduğu yerlerde çift iplikli DNA yı pikogram düzeyinde belirleme 

hassasiyetine sahip PicoGreen ajanına ait sinyal gözlendi (Şekil 4.6.A). OliGreen uygulaması 

sonrasında, yeşil filtrede yapılan tarama sonucu siyah halkaların olduğu yerlerde tek iplikli 

DNA yı pikogram düzeyinde belirleme hassasiyetine sahip OliGreen ajanına ait sinyal 

gözlendi. Bu durum çift iplikli DNA da denatürasyonun gerçekleştiğini doğruladı (Şekil 

4.6.B). 

 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

  

 

Şekil 4.6: Mikroarray lamında çift iplikli DNA varlığının tespiti. 

A. Picogreen yöntemiyle çift iplikli DNA nın tayini. B. Denatürasyona uğratılan DNA nın Oligreen yöntemiyle tayini. 

 
 
 

A 

B 
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4.1.5.1.2. Mikroarray Lamına Basılacak DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Mikroarray baskılamasında (spotlama) kullanılacak olan DNA örneklerinin optimum 

konsantrasyonunun belirlenmesi için bölüm 3.1.8. temel alındı. Kontrol (sağlıklı) kadın ve 

erkek bireylerden EDTA’lı tüpe alınan periferik kan örneklerinden bölüm 3.3.1. de belirtilen 

şekilde genomik DNA izolasyonu yapılıp bölüm 3.2.3. de yer alan kit prosedürüne göre farklı 

renkte florokromlarla işaretlemesi yapılan DNA örneklerinin melezlenmesi sonucunda; boyut, 

şekil, hibridizasyon uygunluğu açısından değerlendirilen spot konsantrasyonu için, 1000 

ng/ml DNA’nın optimum olduğuna karar verildi (Şekil 4.7.). Bu aşamadan sonra üretimi 

yapılacak olan mikroarray lamlarının spotlanmasında, tüm BAC / PAC DNA’ları için 1000 

ng/ml konsantrasyon kullanıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7: Cy3 ve Cy5 ile işaretlenmiş sağlıklı kadın ve erkek DNA’sıyla melezleme sonucu optimum 
DNA konsantrasyonunun belirlenmesi. 
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1. sıra: Sadece spotlama tamponu içeren spotlarda, DNA olmadığı için melezleme görülmemektedir. 2. sıra: 500 ng/ml;  3. sıra: 1000 ng/ml; 
4. sıra: 1500 ng/ml konsantrasyonda basılan DNA örnekleriyle melezleme görüntüsü.  

 

 

Tablo 4.1: POY’a özgü mikroarray CGH kiti tasarımı ve geliştirilmesinde optimizasyon sonuçları. 
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4.2. POY TANISINA YÖNELİK MİKRODİZİN BAZLI KARŞILAŞTIRMALI 

GENOMİK HİBRİDİZASYON KİTİ ÜRETİMİ 

POY tanısı için geliştirilen mikroarray CGH kitinin optimizasyon çalışmaları tamamlandı 

(Tablo 4.1). Optimizasyon çalışmaları sonucu elde edilen tüm veriler, POY’a ait oluşturulan 5 

adet (POY 1-5) mikroplak için kullanıldı.  

4.2.1.  BAC / PAC Klonlarının Kopyalanması 

Literatür araştırması sonucu POY ile ilişkili olduğu belirlenen ve sipariş edilen 413 adet BAC 

/ PAC klonu (393 BAC klonu, 20 PAC klonu), Malzeme ve Yöntem Bölümü 3.1.2. ve 3.1.3. 

kısımlarında belirtilen yönteme göre steril koşullarda çoğaltıldı (Şekil 4.8.). 

 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

A 

B 
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Şekil 4.8: BAC / PAC klonlarının çoğaltılması. 

A: BAC /  PAC klonlarının ilgili antibiyotiği içeren seçici besiyerlerinde üretilmesi, B: Zengin besiyeri ortamında üretim, C: Zengin 
besiyerinde üreyen hücrelere ait pelletin santrifügasyon sonucu elde edilmesi. 

 

 

4.2.2. BAC / PAC Klonlarından Plazmit DNA İzolasyonu 

5 farklı 96 kuyucuklu mikroplakta (POY 1-5), üretimi gerçekleştirilen 413 adet BAC / PAC 

klonundan Malzeme ve Yöntem Bölümü’nde 3.1.4. kısmında belirtilen yönteme göre DNA 

izolasyonu yapıldı. İzolasyonu yapılan BAC / PAC klonlarına ait plazmid DNA ları %1 lik 

(w/v) agaroz jel elektroforezinde analiz edildi. Plazmid DNA larına ait bantlar ultraviyole 

(UV) ışık altında parlak ve net çift bant halinde gözlemlendi (Şekil 4.9). 
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       Şekil 4.9: BAC / PAC klonlarına ait plazmit DNA larının %1 (w/v) lik agaroz jeldeki 
görünümleri. 

M: 100 bç lik standart markır , 1: POY1 mikroplağından rastgele seçilmiş DNA örnekleri, 2: POY2 mikroplağından rastgele seçilmiş DNA 
örnekleri, 3: POY3 mikroplağından rastgele seçilmiş DNA örnekleri, 4: POY4 mikroplağından rastgele seçilmiş DNA örneklerinin UV 

transillüminatörde agaroz jel üzerindeki görüntüleri.  

 

 

4.2.3. BAC / PAC Plazmit DNA’larının Çoğaltılması 

POY1, POY2, POY3, POY4 ve POY5 mikroplaklarında yer alan 413 BAC / PAC klonuna ait 

DNA örneklerinin çoğaltımı Malzeme ve Yöntem Bölümü’nde 3.1.6. kısmında belirtilen 

yönteme göre yapıldı. Pozitif kontrol olarak kit içerisinde yer alan 10 ng/µl lik 

konsantrasyondaki lambda (λ) DNA sı, negatif kontrol olarak da steril distile su kullanıldı. 

POY1, POY2, POY3, POY4 mikroplaklarında H1 kuyucuğu (+) kontrol, H12 kuyucuğu da (-) 

kontrol olarak kullanıldı. Bu kuyulardaki DNA örneklerine ait total genom amplifikasyon 

reaksiyonu, POY5 mikroplağında sırasıyla D1-D8 kuyularında gerçekleştirildi. Reaksiyonun 

gerçekleştiğinin kontrolü %1 lik (w/v) agaroz jel elektroforezinde analiz edildi (Şekil 4.10.). 
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         Şekil 4.10: Çoğaltılan BAC / PAC Plazmit DNA larının %1 (w/v) lik agaroz jeldeki 
görünümleri. 

(+): Pozitif kontrol, (-): Negatif kontrol,  1-5: POY1, POY2, POY3, POY4 ve POY5 mikroplaklarına ait jelde gözlenmiş aynı DNA 
örneklerinin çoğaltım sonrası %1 (w/v) lik agaroz jeldeki görünümleri. 

 
 
 
 
 

4
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4.2.4. DNA Konsantrasyonunun Florometrik Tayini 

Total Genom Amplifikasyonu yapılmış DNA örneklerininin konsantrasyonu, Malzeme ve 

Yöntem Bölümü’nde 3.1.7.2. kısmında belirtilen picogreen yöntemine göre belirlendi (Şekil 

4.11.). 

 

 a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 45468 63693 139737 58287 62805 67880 78740 38354 122255 136345 133180 110825 

B 94471 61809 84408 69882 101474 109966 42711 58500 81424 132993 130888 124854 

C 72908 53224 76040 85573 132944 62732 138145 128528 52413 88015 42804 129811 

D 58018 123761 45379 130285 73878 89202 85209 52274 71151 131730 65172 127960 

E 41865 86772 133843 42494 127678 122155 128637 91115 65615 93198 85069 99406 

F 67129 82177 129287 97869 126207 130665 127729 132960 128838 52975 86568 90809 

G 92943 128257 42924 95731 91284 91044 130004 123774 58379 83374 84931 79140 

H 128583 80478 81906 61018 118562 104986 67809 119987 80509 55012 57240 blank 

 

 

 b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 78689 136067 131834 138506 136900 137303 137952 135644 136727 130780 131674 132343 

B 123307 114488 132206 138836 139309 134419 123816 116324 84395 133636 114278 126817 

C 115635 125158 121498 131103 133453 133275 132312 136991 129857 139181 125443 125415 

D 95612 131631 57823 133242 78278 141901 136411 143490 134455 133091 131673 127654 

E 114288 77550 100788 61829 130877 142329 123663 136316 136887 125280 130346 128875 

F 73517 77620 100969 124880 121718 126164 137068 124658 133401 126332 122008 107403 

G 132109 75067 128487 98034 129727 116084 116643 138884 131273 119754 127432 130582 

H 134866 87488 80358 117071 125880 131584 127277 115794 138233 124752 73885 blank 

 
 
 c 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 121942 122616 106623 112691 53213 49189 111048 95115 57666 83448 115017 107465 

B 88444 86812 105373 91758 121288 61828 63109 111950 104180 116538 104409 109993 

C 110708 105046 83190 90832 91238 62067 120003 76821 104212 79847 119856 76654 

D 108473 82920 117209 114457 108557 109348 116360 88331 114741 115032 95564 80169 

E 83176 89559 117863 94012 107257 112883 76668 105645 115626 110280 81549 85259 

F 96498 102303 102139 108093 104426 99743 74087 108789 95614 94073 97044 104255 

G 90635 78162 127328 120967 105455 109351 110293 94802 100445 96753 103739 88956 

H 104066 97801 99296 90866 96545 109249           blank 

 
 
 
 
 
 
 
 



 77 

 
 d 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 107560 113193 104574 105934 101817 106171 111196 100765 108557 99181 103960 101698 

B 93472 101070 101843 101335 99820 93316 102771 109935 93251 101790 103865 92886 

C 106803 97117 107366 98436 72264 96598 100589 106542 97234 96409 93640 98213 

D 101518 103714 85626 102968 99614 105681 89641 76638 96234 99539 90461 86308 

E 97159 101310 95652 101925 98486 95744 95253 83953 92142 97456 90054 101130 

F 72090 84642 99450 95623 96454 91669 97216 90586 97418 67326 96268 38970 

G 76454 83497 85928 93851 65752 93363 92744 87628 83102 81728 82590 84084 

H 92045 79094 85072 71194 83062 89073 75887 59450 73076 84334 79298 blank 

 
 

 e 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 88802 104053 93219 100384 93519 85697 91557 91478 89034 93603 92520 90685 

B 92190 93958 82278 94040 89891 87280 90820 84900 90287 86885 79469 79878 

C 89146 94831 85652 79139 93034 83062 84404 87100 87709 82916 85560   

D 72136 76253 65123 81864 78600 88982 78486 82973         

E                         
F                         
G                         
H 74662                     blank 

 

 Şekil 4.11: Total genom amplifikasyonu yapılmış DNA örneklerinin Picogreen yöntemiyle 
konsantrasyonunun hesaplanması. 

a: POY1 wga plak ng/ml DNA konsantrasyonu, b: POY2  wga plak ng/ml DNA konsantrasyonu, c: POY3  wga plak ng/ml DNA 
konsantrasyonu, d: POY4 wga plak ng/ml DNA konsantrasyonu,  e: POY5 wga plak ng/ml DNA konsantrasyonu, kırmızı gösterge: pozitif 

kontrole ait DNA konsantrasyonu. 

  

4.2.5. DNA Konsantrasyonunun Eşitlenmesi 

Mikroarray lamlarına  basılma işlemi öncesinde, picogreen yöntemiyle konsantrasyonu 

belirlenen DNA örnekleri 96 kuyucuklu mikroplaklarda 100 µl hacimde 3000 ng/ml lik  stok 

hazırlandı (Şekil 4.12.). 384 kuyucuklu mikroplakda da 16,6 µl DNA (3000 ng/ml), 33,4 µl 

spotlama tamponu içinde sulandırılarak  50 µl hacimde 1000 ng/ml ye eşitleme yapıldı (Şekil 

4.13.). 

 

  

a  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 6,6µl + 93,4 4,7+95,3 2,2+97,8 5,2+94,8 4,8+95,2 4,4+95,6 3,8+96,2 7,8+92,2 2,5+97,5 2,2+97,8 2,3+97,7 2,7+97,3 

B 3,2+96,8 4,9+95,1 3,6+96,4 4,3+95,7 3+97 2,7+97,3 7+93 5,2+94,8 3,7+96,3 2,3+97,7 2,3+97,7 2,4+97,6 

C 4,1+95,9 5,6+94,4 4+96 3,5+96,5 2,3+97,7 4,8+95,2 2,2+97,8 2,4+97,6 5,7+94,3 3,4+96,6 7+93 2,3+97,7 

D 5,2+94,8 2,4+97,6 6,6+93,4 2,3+97,7 4,1+95,9 3,4+96,6 3,5+96,5 5,7+94,3 4,2+95,8 2,8+97,2 4,6+95,4 2,4+97,6 

E 7,2+92,8 3,5+96,5 2,3+97,7 7,1+92,9 2,4+97,6 2,5+97,5 2,4+97,6 3,3+96,7 4,6+95,4 3,2+96,8 3,5+96,5 3+97 

F 4,5+95,5 3,7+96,3 2,3+97,7 3,1+96,9 2,4+97,6 2,3+97,7 2,4+97,6 2,3+97,7 2,3+97,7 5,7+94,3 3,5+96,5 3,3+96,7 

G 3,2+96,8 2,4+97,6 7+93 3,2+96,8 3,3+96,7 3,3+96,7 2,3+97,7 2,4+97,6 5,2+94,8 3,6+96,4 3,5+96,5 3,8+96,8 
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H 4,2+95,8 3,7+96,3 3,7+96,3 4,9+95,1 2,5+97,5 2,5+97,5 4,4+95,6 2,5+97,5 3,7+96,3 5,5+94,5 5,3+94,7 3,9+96.1 

 
 

 
 
 
 c 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 2,5+97,5 2,5+97,5 2,8+97,2 2,7+97,3 5,7+94,3 6,1+93,9 2,7+97,3 3,2+96,8 5,2+94,8 3,6+96,4 2,6+97,4 2,8+97,2 

B 3,4+96,6 3,5+96,5 2,9+97,1 3,3+96,7 2,5+97,5 4,9+95,1 4,8+95,2 2,7+97,3 2,9+97,1 2,6+97,4 2,9+97,1 2,7+97,3 

C 2,7+97,3 2,9+97,1 3,6+96,4 3,3+96,7 3,3+96,7 4,9+95,1 2,5+97,5 3,9+96,1 2,9+97,1 3,8+96,2 2,5+97,5 3,9+96,1 

D 2,8+97,2 3,6+96,4 2,6+97,4 2,6+97,4 2,8+97,2 2,8+97,2 2,6+97,4 3,4+96,6 2,6+97,4 2,6+97,4 3,2+96,8 3,8+96,2 

E 3,6+96,4 3,4+96,6 2,6+97,4 3,2+96,8 2,8+97,2 2,7+97,3 3,9+96,1 2,9+97,1 2,6+97,4 2,7+97,3 3,7+96,3 3,5+96,5 

F 3,1+96,9 3+97 3+97 2,8+97,2 2,9+97,1 3+97 4+96 2,8+97,2 3,2+96,8 3,2+96,8 3,1+96,9 2,9+97,1 

G 3,3+96,7 3,8+96,2 2,4+97,6 2,5+97,5 2,9+97,1 2,8+97,2 2,8+97,2 3,2+96,8 3+97 3,1+96,9 2,9+97,1 3,4+96,6 

H 3,8+96,2 3,1+96,9 3+97 3,3+96,7 3,1+96,9 2,8+97,2           blank 

 
d  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 2,8+97,2 2,7+97,3 2,9+97,1 2,9+97,1 3+97 2,9+97,1 2,7+97,3 3+97 2,8+97,2 3+97 2,9+97,1 3+97 

B 3,2+96,8 3+97 3+97 3+97 3+97 3,2+96,8 2,9+97,1 2,7+97,3 3,2+96,8 3+97 2,9+97,1 3,3+96,7 

C 2,8+97,2 3,1+96,9 2,8+97,2 3,1+96,9 4,2+95,8 3,1+96,9 3+97 2,8+97,2 3,1+96,9 3,1+96,9 3,2+96,8 3,1+96,9 

D 3+97 2,9+97,1 3,5+96,5 2,9+97,1 3+97 2,9+97,1 3,4+96,6 3,9+96,1 3,2+96,8 3+97 3,3+96,7 3,5+96,5 

E 3,1+96,9 3+97 3,2+96,8 3+97 3+97 3,2+96,8 3,2+96,8 3,6+96,4 3,3+96,7 3,1+96,9 3,4+96,6 3+97 

F 4,2+95,8 3,6+96,4 3+97 3,2+96,8 3,1+96,9 3,3+96,7 3,1+96,9 3,3+96,7 3,1+96,9 4,5+95,5 3,1+96,9 7,7+92,3 

G 3,9+96,1 3,6+96,4 3,5+96,5 3,2+96,8 4,6+95,4 3,2+96,8 3,3+96,7 3,4+96,6 3,6+96,4 3,7+96,3 3,7+96,3 3,6+96,4 

H 3,8+96,2 3,8+96,2 3,5+96,5 4,2+95,8 3,6+96,4 3,4+96,6 4+96 5+95 4,1+95,9 3,6+96,4 3,8+96,2 3,6+96,4 

 
 e 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 3,4+96,6 2,9+97,1 3,2+96,8 3+97 3,2+96,8 3,5+96,5 3,3+96,7 3,3+96,7 3,4+96,6 3,2+96,8 3,3+96,7 3,3+96,7 

B 3,3+96,7 3,2+96,8 3,7+96,3 3,2+96,8 3,4+96,6 3,5+96,5 3,3+96,7 3,6+96,4 3,3+96,7 3,5+96,5 3,8+96,2 3,8+96,2 

C 3,4+96,6 3,2+96,8 3,5+96,5 3,8+96,2 3,2+96,8 3,6+96,4 3,6+96,4 3,5+96,5 3,4+96,6 3,6+96,4 3,5+96,5   

D                         

E                         

F                         

G                         

H 4+96                      

 

Şekil 4.12: 3000 ng/ml 100 µl lik stok hazırlanması 

a: POY1 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA sı, b: POY2 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA sı, c: POY3 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA sı, d: 
POY4 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA sı, e: POY5 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA sı. 

 b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 3,8+96,2 2,2+97,8 2,3+97,7 2,2+97,8 2,2+97,8 2,2+97,8 2,2+97,8 2,2+97,8 2,2+97,8 2,3+97,7 2,3+97,7 2,3+97,7 

B 2,5+97,5 2,6+97,4 2,3+97,7 2,2+97,8 2,2+97,8 2,2+97,8 2,4+97,6 2,6+97,4 3,6+96,4 2,3+97,7 2,6+97,4 2,4+97,6 

C 2,6+97,4 2,4+97,6 2,5+97,5 2,3+97,7 2,3+97,7 2,3+97,7 2,3+97,7 2,2+97,8 2,3+97,7 2,2+97,8 2,4+97,6 2,4+97,6 

D 3,2+96,8 2,3+97,7 5,2+94,8 2,3+97,7 3,9+96,1 2,1+97,9 2,2+97,8 2,1+97,9 2,3+97,7 2,3+97,7 2,3+97,7 2,4+97,6 

E 2,6+97,4 3,9+96,1 3+97 4,9+95,1 2,3+97,7 2,1+97,9 2,4+97,6 2,2+97,8 2,2+97,8 2,4+97,6 2,3+97,7 2,3+97,7 

F 4,1+95,9 3,9+96,1 3+97 2,4+97,6 2,5+97,5 2,4+97,6 2,2+97,8 2,4+97,6 2,3+97,7 2,4+97,6 2,5+97,5 2,8+97,2 

G 2,3+97,7 4+96 2,3+97,7 3,1+96,9 2,3+97,7 2,6+97,4 2,6+97,4 2,2+97,8 2,3+97,7 2,5+97,5 2,4+97,6 2,3+97,7 

H 4,6+95,4 3,4+96,6 3,8+96,2 2,6+97,4 2,4+97,6 2,3+97,7 2,4+97,6 2,6+97,4 2,2+97,8 2,4+97,6 4,1+95,9 3,7+96,3 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

A a1 a2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 a10 a11 a12 b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 b10 b11 b12 

B c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 c10 c11 c12 d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9 d10 d11 d12 

C e1 e2 e3 e4 e5 e6 e7 e8 e9 e10 e11 e12 f1 f2 f3 f4 f5 f6 f7 f8 f9 f10 f11 f12 

D g1 g2 g3 g4 g5 g6 g7 g8 g9 g10 g11 g12 h1 h2 h3 h4 h5 h6 h7 h8 h9 h10 h11 h12 

E a1 a2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 a10 a11 a12 b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 b10 b11 b12 

F c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 c10 c11 c12 d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9 d10 d11 d12 

G e1 e2 e3 e4 e5 e6 e7 e8 e9 e10 e11 e12 f1 f2 f3 f4 f5 f6 f7 f8 f9 f10 f11 f12 

H g1 g2 g3 g4 g5 g6 g7 g8 g9 g10 g11 g12 h1 h2 h3 h4 h5 h6 h7 h8 h9 h10 h11 h12 

I a1 a2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 a10 a11 a12 b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 b10 b11 b12 

J c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 c10 c11 c12 d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9 d10 d11 d12 

K e1 e2 e3 e4 e5 e6 e7 e8 e9 e10 e11 e12 f1 f2 f3 f4 f5 f6 f7 f8 f9 f10 f11 f12 

L g1 g2 g3 g4 g5 g6 g7 g8 g9 g10 g11 g12 h1 h2 h3 h4 h5 h6 null null null null null null 

M a1 a2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 a10 a11 a12 b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 b10 b11 b12 

N c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 c10 c11 c12 d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9 d10 d11 d12 

O e1 e2 e3 e4 e5 e6 e7 e8 e9 e10 e11 e12 f1 f2 f3 f4 f5 f6 f7 f8 f9 f10 f11 f12 

P g1 g2 g3 g4 g5 g6 g7 g8 g9 g10 g11 g12 h1 h2 h3 h4 h5 h6 h7 h8 h9 h10 h11 h12 

 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

A a1 a2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 a10 a11 a12 b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 b10 b11 b12 

B c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9 c10 c11 null null null null null null null null null null null null null 

C null null null null null null null null null null null null null null null null null null null null null null null null 

 

       Şekil 4.13: 1000 ng/ml 50 µl hacimde 384 kuyucuklu mikroplakda spotlama öncesi yerleşim 
planı. 

İlk 384 kuyucuklu mikroplakda A-D: POY1 mikroplak içeriği, E-H: POY2 mikroplak içeriği, I-L: POY3 mikroplak içeriği, M-P: POY4 
mikroplak içeriği, İkinci 384 kuyucuklu mikroplakda A-B11: POY5 mikroplak içeriği, Null (negatif): 50 µl spotlama tamponu içermektedir. 
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4.2.6. Mikroarray Lamlarının Üretilmesi 

İki adet 384 kuyucuklu mikroplakta 1000 ng/ml konsantrasyonda eşitlemesi yapılan 413 adet 

BAC / PAC klonuna ait DNA örneklerine dörtlü kopya içerecek şekilde özel tasarlanmış 

“CapitalBio OPAminoSlideTM” (Pekin, Çin) üzerine “CapitalBio PersonalArrayerTM16” 

(Pekin, Çin) mikroarray yazıcı ile basılma işlemi gerçekleştirildi (Şekil 4.14.) ve spotların 

kontrolü “CapitalBio LuxScanTM 10K” (Pekin, Çin) mikroarray tarayıcıda kontrol edildi 

(Şekil 4.15). 

 

  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 
 
 

Şekil 4.14: Mikroarray lamlarının üretim aşaması. 
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 Şekil 4.15: Dörtlü kopya halinde basımı gerçekleştirilen mikroarray lamında basım sonrası 
tarayıcıda spot kontrolü. 
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4.2.7. Üretimi Yapılan Mikroarray Lamında aCGH Çalışması 

Referans erkek DNA’sı ile referans kadın ve POY hastasına ait DNA örneği için Malzeme ve 

Yöntem Bölümü 3.3.5. kısmında yer alan yöntem temel alınarak DOP-PCR reaksiyonu 

gerçekleştirildi. Reaksiyonun gerçekleştiği %1’lik (w/v) agaroz jelde kontrol edildikten sonra 

(Şekil 4.16.A2), DNA konsantrasyonu, bölüm 3.1.7.2. de yer alan florometrik tayinle 

belirlendikten sonra DNA miktarları eşitlendi ve bölüm 3.2.3. de yer alan Cyanine-3dUTP 

(Cyanine 3) ve Cyanine-5dUTP (Cyanine 5) ile işaretleme reaksiyonu uygulandı (Şekil 

4.16.A3). İşaretlenmiş DNA örneklerinin çöktürme işlemi için bölüm 3.2.4 de yer alan 

prosedür uygulandı (Şekil 4.16.B). İşaretlenmiş DNA’nın mikroarrayde hibridizasyonu için 

bölüm 3.2.5. deki Hibridizasyon protokolü temel alındı (Şekil 4.16.C). 
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Şekil 4.16: Test ve referans DNA’larının POY için üretilen mikroarrayde hibridizasyonu. 

A. Sırasıyla erkek ve kadın genomik DNA’sının (görüntü 1), DOP-PCR ürünlerinin (görüntü 2) ve farklı renkte florokromlarla işaretlenmiş 
(görüntü 3) DNA örneklerinin %1’lik (w/v) agaroz jelde kontrolü, M: 100 bç markır. B. Farklı renkte işaretlenmiş DNA örneklerinin bir 

araya getirilerek çöktürülmesi ve mor pelletin eldesi. C. Cy3-dUTP (kırmızı) ve Cy5-dUTP (yeşil) ile işaretlenmiş test ve referans DNA’nın 
mikroarrayde hibridizasyonu. 
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4.2.8. Array CGH Çalışılmış Mikroarray Lamının Mikroarray Tarayıcıda Analizi 

POY’a özgün üretimi gerçekleştirilen mikroarray lamında test ve referans DNA’larla yapılan 

aCGH çalışması sonrasında yıkaması yapılıp kurutulan mikroarray lamları, LuxScanTM 10K 

(CapitalBio-Pekin, Çin) mikroarray tarayıcıda kırmızı (635 nm) ve yeşil (532 nm) filtrelerde 

taratıldı ve görüntüler  .tiff dosyası olarak kaydedildi. LuxScanTM mikroarray analiz programı 

kullanılarak, hibridizasyon görüntüsü ile array üzerindeki spotlara ait veri birleştirildi. Her 

spota ait kırmızı ve yeşil floresan sinyal oranı hesaplandı ve floresan oranlarına göre yorum 

yapıldı (Şekil 4.17A-B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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Şekil 4.17: Mikroarray lamının hibridizasyon sonrası mikroarray yazılım programıyla analizi. 

A. Hibridizasyon sonrası mikroarray tarayıcıda görüntüleri kaydedilen .tiff dosyasında analiz  programıyla spot sayılarına uygun 
olarak halkasal mikroarray bloğu oluşturuldu ve hibridizasyon spotlarını içine alacak şekilde yerleştirildi. 

B. Oluşturulan mikroarray bloğu ile spotlar çakıştırıldıktan sonra kırmızı (635 nm) ve yeşil (532 nm) floresan sinyal oranları her bir 
spot için analiz programıyla hesaplandı. 

 
Çalışmada kullanılan POY’lu hasta örneği (XX) ile karşılaştırılan kontrol (referans) örneği 

erkek (XY) olarak seçildiğinden; array üzerinde yer alan X kromozomuna ilişkin spotlarda 

gözlenen tüm kırmızı / yeşil oranlarının kırmızı lehine yaklaşık 2 olarak bulunması hasta 

örneğinin o bölgelere ilişkin CNV içermediği şeklinde yorumlandı. Kontrol amacıyla array 

B 
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üzerine yerleştirilen ve Y kromozomuna ilişkin bölgeleri içeren spotlar üzerine beklendiği 

gibi yalnızca yeşil renkli hibridizasyon izlenirken; kontrol DNA’sının içerdiği tek bir Y 

kromozomunun spot üzerinde anlamlı bir yeşil renk oluşturmadığı ve arkaplan renginden 

ayırdedilemediği tespit edildi.  

 

Tüm spotların analizinin tamamlanmasıyla, hasta DNA’sında çalışmamızda tasarlanan POY 

tanısına özgü array CGH ile patoloji saptanmadığı; array içeriğindeki spotların büyük 

bölümünün X kromozomuna ilişkin bölgeleri içermesi nedeniyle bundan sonraki çalışmalarda 

kontrol (referans) DNA’sı olarak Normal XX örneği kullanılmasının daha anlamlı olacağı 

kararına varıldı. 

 

4.2.9. Geliştirdiğimiz Kit Bileşenleri ve aCGH Protokolünün Başka Bir Marka Ticari 

Arrayde Denenmesi 

Tez projesi kapsamında geliştirilen  Mikroarray CGH kit ürünleri (Hibridizasyon Tamponu I, 

Hibridizasyon Tamponu II ve Yıkama Solüsyonları) ve çalışma protokolünün çalıştığının 

doğrulanması amacıyla, birebir aynı DNA örnekleri ve reaksiyon koşullarında denenmek 

üzere ticari olarak satılan tüm genom “Constitutional Chip® 4.0” (PerkinElmer, USA) array 

ile Malzeme ve Yöntem Bölümü 3.2.3., 3.2.5., 3.3.5.,  kısmında yer alan yöntem temel 

alınarak aCGH çalışması gerçekleştirildi. Çalışma sonucunda LuxScanTM 10K (CapitalBio-

Pekin, Çin) mikroarray tarayıcıda kırmızı (635 nm) ve yeşil (532 nm) filtrelerde taratılan 

farklı renkte işaretli DNA örneklerinin array üzerinde hibridizasyonunun gerçekleştiği 

görüntülendi. Bunun dışında sinyal kalitesi ve arka plan temizliği bakımından değerlendirilen 

arrayde, geliştirdiğimiz aCGH protokolü ve kit ürünlerinin kullanılmasıyla başarılı sonuç elde 

edildiğine karar verildi (Şekil 4.18). 
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Şekil 4.18: Test ve referans DNA’larının ticari mikroarray üzerinde hibridizasyonu. 

A. aCGH çalışılmış mikroarray lamının hibridizasyon sonrası genel görünümü. B. Cy3-dUTP (kırmızı) ve Cy5-dUTP (yeşil) ile işaretlenmiş 
test ve referans DNA’nın mikroarrayde hibridizasyonu. 

B 
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4.2.10. POY Tanısına Yönelik Geliştirilen “Prototip” Kit Bileşenleri 

Bu ürün hedefe yönelik olarak tasarlanmış DNA kopya sayısı değişikliklerini (delesyon ve 

duplikasyonları) belirlemek amacıyla ilgili kromozomal bölgeleri çoklu kopyalar halinde 

içeren BAC DNA mikroarrayleri ve bunun hibridizasyon ve post hibridizasyon yıkamaları 

için gerekli malzemeleri içeren kit formatında bir üründür (Şekil 4.19). 

 

4.2.10.1. Metodoloji 

poyarray, 393 “Bakteriyal Yapay Kromozom (BAC)” ve  20 “P1 fajı türevli Yapay 

Kromozom (PAC)” olmak üzere toplam 413 klona ait DNA bölgesini 4’lü kopya içerecek 

şekilde tasarlanmış, kontrol bölgeleriyle birlikte toplam 1824 spot içeren POY’a özgü 

mikroarray lamlarının üretimi gerçekleştirilmiştir. 

 
4.2.10.2. Kit İçeriği 

• Array Lamı: Her lam 4 kopyalı Bakteriyal Yapay Kromozom (BAC) arrayi  
      içermektedir. Santrifüj tüpleri içinde sunulmakta olup tüpler post-hibridizasyon  
      yıkama sırasında kullanılmaktadır. 
• Lamel 
• Hibridizasyon kaseti 
• Hibridizasyon Tamponu: 2 tüp (Her tüp 250 µl hibridizasyon tamponu içerir) 
• Yıkama Solüsyonu 1 :  1 şişe ( Her şişe 250 ml yıkama solüsyonu 1 içerir) 
• Yıkama Solüsyonu 2 :  1 şişe ( Her şişe 250 ml yıkama solüsyonu 2 içerir) 
• Yıkama Solüsyonu 3 :  1 şişe ( Her şişe 250 ml yıkama solüsyonu 3 içerir) 
• Yıkama Solüsyonu 4 :  1 şişe ( Her şişe 250 ml yıkama solüsyonu 4 içerir) 
• Santrifüj tüpü 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Şekil 4.19: POY tanısına yönelik geliştirilen prototip mikroarray CGH kiti. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 
 

Bu tez çalışmasında, POY’a neden olan aday genlerin bulunduğu X ve otozomal 

kromozomlar üzerindeki lokusları çoklu kopyalar şeklinde içeren POY’a özgün bir 

“mikroarray CGH” kiti geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu doğrultuda toplam 413 klona ait (393 

BAC klonu, 20 PAC klonu) DNA bölgesini dörtlü kopya içerecek şekilde tasarlanmış, kontrol 

bölgeleriyle birlikte toplam 1824 spot içeren mikroarray lamlarının üretimi 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Başlangıçta PAC kütüphaneleri ve PAC vektörleriyle yapılan çalışmalar sonucunda, ve pek 

çok dizileme merkezinden elde edilen verilere göre PAC klon dizilemesinin BAC klon 

dizilemesine göre daha maliyetli olduğunu ortaya koymuştur. BAC vektörleriyle 

karşılaştırıldığında; PAC vektörlerinin taşıdığı insert boyutunun (7-8 kb), BAC vektörlerinin 

taşıdığı insert boyutuna göre (100-150 kb) daha küçük olması, PAC klonları için bir 

dezavantajdır (Frengen ve  diğ., 1999). Bu amaçla tez çalışmamızda POY’a ilişkin gen ve gen 

dışı bölgeleri içeren klon seçiminde çoğunlukla BAC klonları tercih edilmiştir.  

 

POY’a yönelik çalışmalarda; Aboura ve diğ. (2009), genel 4500 BAC / PAC klonunu iki 

kopyalı içeren ticari genomik DNA arrayini (Integragen, Evry, France), Tachdjian ve diğ. 

(2008), 2500 BAC / PAC klonunu iki kopyalı içeren 1 Mb lık Spectral GenomicsTM genomik 

DNA arrayini (Spectral GenomicsTM, Houston, TX, USA) kullanmışlardır. Ticari satılan 

genomik DNA arraylerini kullanan bu çalışmalarda; mikroarray CGH çalışmaları sonucunda 

belirlenen patolojik “Kopya Sayısı Değişimleri (CNV)”, CNV veritabanlarında araştırıldıktan 

sonra çalışma sonucuyla ilgili değerlendirmeye gidilebilmiştir. Sözkonusu çalışmalarda 

hedefe yönelik arrayler kullanılmamıştır. Bu tez çalışmasında ise hedefe yönelik array 

tasarlanarak üretilmiş ve POY’a özgü hedef bölgeleri taşıyan genomik klonlara ait CNV 

bilgisi, kontrol populasyonlardan elde edilen fenotipik olarak normal bireylere ait DNA 

örnekleriyle çalışılmıştır. Mikroarray CGH çalışmalarına göre CNV verileri kayıtlı “Database 
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of Genomic Variants” veritabanında araştırılarak (http://projects.tcag.ca/variation), patolojik 

CNV olarak sınıflandırılan klonlar seçilmiştir. Böylelikle tasarlanan mikroarrayde potansiyel 

CNV riski elimine edilmiştir. 

 

Nitekim, Yu ve diğ. (2003) tarafından 1p36 bölgesindeki kopya sayısı değişikliklerini 

incelemek amacıyla 144 BAC / PAC klonundan oluşan hedefe özgü, 1p36 mikroarrayi 

geliştirmiştir. İnsana ait 1p36 arrayini oluşturmak için; 1p36 kromozomal bölgesine ilişkin 97 

klon, 24 kromozomun subtelomerik bölgelerini taşıyan 41 klon, X ve Y kromozomları için de 

3’er klon kullanılmıştır. Bizim çalışmamızda da; 413 klondan 135’i X kromozomuna ait 

genomik klonları, geri kalanı ise 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21. 

kromozomlarda POY ile ilişkili bulunmuş ya da POY’a aday gösterilen gen ve gen dışı 

bölgeleri taşıyan genomik klonları içermektedir. Ayrıca kontrol amaçlı Y kromozomuna ait 

BAC klonları da yer almaktadır. 

 

Klon sayısının hedefe yönelik olarak sınırlandırılması ürün maliyetinin düşürülmesini 

sağlamaktadır.  CNV riski içermeyen kromozom bölgelerini içermesi de kullanım kolaylığı ve 

güvenliğini artırmaktadır. Bunlar da ürünün ticarileşme potansiyelini artırmakta ve gelecekte 

tanı amaçlı olarak kullanılabilmesinin yolunu açmaktadır. 

 

Genomik DNA arraylerinin üretim aşamasında genomik klonlara ait hedef DNA’ların 

çoğaltılması için farklı stratejiler kullanılmaktadır. Bu stratejiler arasında ligasyon aracılı PCR 

(Snijders ve diğ., 2001), Phi29 (Ф29) DNA polimerazını kullanan yuvarlanan halka (“rolling 

circle amplification” RCA) PCR (Buckley ve diğ., 2002) ve standart DOP-PCR primeri 

6MW’nin bir amin ile modifiye edilmiş şeklinin kullanıldığı “degenerate oligonucleotide” 

PCR (DOP-PCR) (Hodgson ve diğ., 2001) yer almaktadır. Fiegler ve diğ. (2007) yaptıkları 

çalışmada, insan genomik DNA’sını üç farklı DOP-PCR primeri kullanarak üç PCR 

reaksiyonu ile hedef DNA’ların çoğaltılmasını gerçekleştirmişlerdir. Bu tez çalışmasında, 

işaretleme reaksiyonunun verimliliğini arttırmak için test ve referans DNA’ların restriksiyon 

endonukleazı ile kesime uğratılıp, saflaştırma kiti ile temizlenmesi sonucu yapılan florometrik 

tayinde, başlangıçtaki DNA miktarında kayıp olduğu ve eldeki DNA’nın işaretleme 

reaksiyonu için yeterli konsantrasyonda olmadığına karar verildi. Bu amaçla restriksiyon 

kesimi ile DNA fragmentasyonu yerine, az miktarda DNA örneği ile DNA’nın çoğaltıldığı 

DOP-PCR reaksiyonu gerçekleştirildi. Bundan sonraki aşamada, DNA çoğaltımı sırasında 
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işaretleme reaksiyonunun da gerçekleştirildiği protokolün optimizasyon çalışmaları hedefler 

arasındadır. 

 

Dean ve diğ. (2001), vektör DNA’sının (M13, plazmid DNA) tek bir koloniden ya da plaktan 

çoğaltılabilmesi için dönen halka amplifikasyonu (RCA) metodunu tanımlamışlardır. Çoklu 

primerli (“multiply-primed”) RCA modeli, Ф29 DNA polimerazı ve rastgele primerler 

kullanarak DNA çoğaltılmasında 10,000 kat başarı sağlamıştır. RCA yöntemi, halkasal 

DNA’nın hücre ya da plakdan doğrudan çoğaltılmasını sağlayarak DNA dizilemesinde, prob 

oluşturulmasında ya da klonlamada kullanılabilecek yüksek kalitede kalıp DNA’yı oluşturur. 

Bu tez çalışmasında BAC / PAC klonlarına ait DNA’nın çoğaltılmasında kalıp DNA’dan 

ayrılmadan zincirler arası yer değişimiyle DNA sentezini 70,000 nt den daha fazla 

gerçekleştirebilme kapasitesine sahip (Blanco ve diğ., 1989) Ф29 DNA polimerazını içeren 

Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplifikasyon Kiti (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 

kullanıldı. 

 

Array üretimi çalışmalarında, BAC / PAC DNA konsantrasyonunun belirlenmesinde Yu ve 

diğ. (2003) florometrik tayinden yararlanmışlardır. Diehl ve diğ. (2001) de, DNA 

mikroarraylerinin üretiminde DNA konsantrasyonunu floresan bir boya olan Hoechst-33258 

varlığında florometrik tayinle belirlemişlerdir. Bu tez çalışmasında da BAC / PAC klonlarına 

ait  DNA örneklerinin çoğaltımı gerçekleştirildikten sonra, DNA konsantrasyonunun 

eşitlenmesi için mikroarray geliştirilmesi aşamasında spektrofotometrik ve florometrik 

tayinlere yönelik çalışmalar yapıldı. Spektrofotometrik tayin sonucu elde edilen verilerle 

florometrik tayin ile elde edilen değerler karşılaştırıldığında florometrik yöntemin DNA 

konsantrasyon tayininde daha hassas olduğu saptanarak bu aşamadan itibaren DNA 

konsantrasyon tayininde, ortamdaki çift iplikli DNA’yı (dsDNA) pikogram düzeyinde 

belirleyebilme hassasiyetine sahip “PicoGreen” ajanı kullanıldı.  

 

Array üretiminde DNA spotlamasında kullanılan çeşitli ticari robotlar mevcuttur. Bu 

robotlarda DNA örneklerinin spotlanması için genellikle cam kapiller, metal iğneler (split 

metal pin) ya da seramik iğneler kullanılmaktadır. Her robot, üretici tarafından belirtilen 

şekilde kendine özgü spotlama protokollerine sahiptir. Bunun dışında, spotlama tamponunun 

içeriği ve konsantrasyonu seçilen mikroarray lamlarının yüzey kimyasıyla ilişkilidir. Array 
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üretiminde genellikle DNA ve cam yüzey arasındaki iyonik etkileşime katkı sağlayan 

aminosilan, poli-L-lizin ya da krom-kaplı mikroskop lamları kullanılır. 

 

Fiegler ve diğ. (2007) yaptıkları çalışmada array spotlamasında Microgridder II (Biorobotics) 

mikroarray yazıcıyı ve amin-modifiye DNA’nın kovalent olarak bağlanmasını sağlayan 

reaktif ester gruplarını içeren hidrofilik polimerle kaplı “CodeLink activated slides (GE 

Healthcare)” mikroarray lamlarını kullanmışlardır. Yu ve diğ. (2003) insana özgü “1p36” 

arraylerinin basımında “OmniGrid Accent Microarrayer” (GeneMachine) kullanarak, 

alkalin/asit temizlenmiş ve Bis (Triklorosilil) oktan ile muamele edilmiş cam lam üzerinde 

gerçekleştirmişlerdir. Diehl ve diğ. (2001) de DNA mikroarrayleri için poli-L-lizin kaplı lam 

ile aminosilan kaplı (CMT-GAPSTM, Corning, USA) lamlar kullanmışlardır. DNA 

spotlamasını tekli SMP3 pin (TeleChem International Inc., Sunnyvale, USA) kullanarak 

SDDC-2 DNA Micro-Arrayer (Toronto, Canada) robotu ile gerçekleştirmişlerdir. Spotlama 

tamponu olarak 3XSSC, 3XSSC / betain ve ticari ürün olan “ArrayItTM micro-spotting 

solution” (TeleChem International) test edilmiştir. Dört kopyalı basılan spotların sinyal : arka 

plan kirliliği (noise) oranları hesaplandığında 3XSSC / betain için 0.7 (± 0.2), 3XSSC için 5.1 

(± 0.8) ve ArrayItTM spotlama tamponu için 10.5 (± 1.5) sinyal etkinlik oranı hesaplanmıştır. 

Bu tez çalışmasında da, 50 µl son hacimde 500, 1000, 1500 ng/ml konsantrasyonda 3XSSC, 

3XSSC / %50 DMSO ve CapitalBio DNA Spotting BufferTM (Pekin, Çin) ile sulandırımı 

yapılan DNA örnekleri aminosilan kaplı CapitalBio OPAminoSlideTM (Pekin, Çin) 

mikroarray lamlarına tek metal pinle PersonalArrayerTM16 (CapitalBio-Pekin, Çin) 

mikroarray yazıcı kullanılarak array lamına dört kopyalı olacak şekilde basıldı. Üretimi 

gerçekleştirilen mikroarray lamlarına basılan spotlar; kalite kontrol çalışmaları kapsamında 

boyut, şekil, homojenite ve sinyal kalitesi bakımından karşılaştırıldığında “CapitalBio DNA 

Spotlama Tamponu (Pekin, Çin)” kullanılarak 1000 ng/ml konsantrasyona sulandırılarak 

basılmış spotların uygun olduğuna karar verildi. 
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Array-CGH çalışmalarında test (hasta DNA’sı) ve referans genomik DNA’sının farklı renkte 

işaretlenmesinde genellikle Cyanine3 dCTP (Cy3) ve Cyanine5 dCTP (Cy5) florokromları 

kullanılmaktadır. İyi bir işaretleme ve hibridizasyon sonucu elde edebilmek için yüksek 

kalitede (280/260 >1.8) ve eşit konsantrasyonda genomik DNA’ya gereksinim duyulmaktadır. 

İşaretleme reaksiyonlarında genel olarak tercih edilen yaklaşım, rastgele seçilmiş primerlerle 

işaretleme ile Cy-boyalarının genomik DNA’yı işaretlemesidir. Cy3 ve Cy5, DNA 

işaretlemesinde en sık kullanılan florokromlar olmasına rağmen her iki boya da yüksek ozon 

ya da nem düzeyi gibi çevresel koşullara oldukça hassastırlar (Fare ve diğ., 2003). 

 

Array lamlarında CGH çalışması için test ve referans genomik DNA’sının farklı renkteki 

florokromlarla işaretlenmesinde Yu ve diğ. (2003) “BioPrime DNA Labeling kit” (Invitrogen) 

kullanarak Cy3-dCTP ve Cy5-dCTP (NEN) ile işaretleme yapmışlardır. Array hibridizasyonu 

için 250 ng konsantrasyondaki işaretlenmiş genomik DNA örnekleri ~50 µg insan Cot-1 

DNA’sı varlığında birlikte çöktürülmüş ve pellet; %50 formamid, 2XSSC, %10 dekstran 

sülfat, %0.2 SDS ve “ULTRAhyb buffer” (Ambion) içerikli hibridizasyon tamponunda 

sulandırılarak mikroarraye hibridize edilmiş ve 37°C de 22-26 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Tachdjian ve diğ. (2008) de referans ve test DNA’sının Cy3 ve Cy5 ile işaretlenmesinde 

“Invitrogen BioPrime random labeling kit” kullanmışlardır. 50 µg insan Cot-1 DNA’sı ve 30 

µg Salmon sperm DNA’sı varlığında işaretlenmiş DNA örnekleri mikroarrayde 37°C de 48 

saat inkübasyona bırakılmıştır. Aboura ve diğ. (2009), test ve referans DNA’larının Cy3 ve 

Cy5 ile işaretlenmesinde “BioPrime random labeling kit (Invitrogen, San Diego, CA)” 

kullanmışlardır. İşaretlenmiş test ve referans DNA’sı 50 µg insan Cot-1 DNA ve 30 µg 

Salmon sperm DNA varlığında bir araya getirilmiş, tekrarlanan dizilerin bloke edilmesi 

sonrasında 37°C de 48 saat hibridizasyona bırakmışlardır.  

 

Tez çalışmamızda, test ve referans DNA’nın işaretlenmesinde Cy3-dUTP ve Cy5-dUTP 

nukleotid karışımı (Enzo Life Sciences) ile BioPrime random labeling kit (Invitrogen) 

kullanıldı. İşaretlenmiş DNA örnekleri, Medimiks AR-GE Laboratuvarında daha önce 

yürütülen EUREKA ve TEYDEB projeleri kapsamında geliştirilmiş olan Hibridizasyon 

Tamponu 1 varlığında çöktürülüp, Hibridizasyon Tamponu 2 (20XSSC, % 1 SDS ve diğ. 

bileşenleri içeren) ile sulandırılıp mikroarray lamına uygulandı ve tekrarlı diziler bloke 

edildikten sonra 37°C de 16 saat inkübasyona bırakıldı. Hibridizasyon sonrasında yine 
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Medimiks AR-GE Laboratuvarında geliştirilen Yıkama Tamponları ile array üzerinde 

hibridizasyona uğramamış bileşenlerin uzaklaştırılması için yıkama aşamasından geçirilip 

kurutuldu. Hibridizasyon sonrası yıkaması yapılıp kurutulan mikroarray lamları, LuxScanTM 

10K (CapitalBio-Pekin, Çin) mikroarray tarayıcıda tarandı. 

 

Yu ve diğ. (2003)’nin gerçekleştirdiği array CGH çalışmasında, fenotipik olarak normal bir 

erkek ve normal bir kadına ait periferik kandan izole edilmiş genomik DNA, referans olarak 

kullanılmıştır. Tachdjian ve diğ. (2008), Aboura ve diğ. (2009) yer aldıkları çalışmalarda 

referans DNA olarak bilinen kromozomal bir dengesizliği olmayan erkek / kadın genomik 

DNA’larını kullanmışlardır. Çalışmamızda kontrol amacıyla array üzerine yerleştirilen ve Y 

kromozomuna ilişkin bölgeleri içeren spotlar üzerine beklendiği gibi yalnızca yeşil renkli 

hibridizasyon izlenirken; kontrol DNA’sının içerdiği tek bir Y kromozomunun spot üzerinde 

anlamlı bir yeşil renk oluşturmadığı ve arka plan renginden ayırdedilemediği tespit 

edildiğinden çalışmamızda tasarlanan array içeriğindeki spotların büyük bölümünün X 

kromozomuna ilişkin bölgeleri içermesi nedeniyle bundan sonraki çalışmalarda kontrol 

(referans) DNA’sı olarak NORMAL XX örneği kullanılmasının daha anlamlı olacağı 

değerlendirildi. 

 

Portnoi ve diğ. (2006) tarafından yapılan çalışmada, 90 POY’lu kadın ile 20 kontrol 

karşılaştırılmıştır. Periferik kan örneklerinden standart sitogenetik metodlarıyla metafaz 

kromozomları hazırlanmıştır. Prematür ovaryum yetmezliğinde kritik öneme sahip Xq 

kromozomal mikro-düzenlenmelerin saptanabilmesi için Xq13-q27 bölgelerini içeren seçilmiş 

30 bakteriyal yapay kromozom (BAC) ve P1 yapay kromozom (PAC) klonları kullanılarak 

FISH analizi gerçekleştirilmiştir. Sonuç olarak 90 hastanın %8.8’inde kromozomal 

anormallikler saptanabilmiş ve Xq bölgesini etkileyen submikroskopik kromozomal mikro-

düzenlenmeler FISH analiziyle elde edilememiştir. DNA mikroarraylerinin kullanılmasıyla 

POY’da yer alan kritik Xq bölgelerinin belirlenmesine yardımcı olabileceği öngörülmüştür 

(Portnoi ve diğ., 2006). 
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Tachdjian ve diğ. (2008) tarafından yapılan çalışmada POY’la ilişkili X kromozomu 

delesyonlarının karakterize edilebilmesi için yüksek çözünürlükte genom analizi yapılmıştır. 

Çalışmada, geleneksel sitogenetik yöntemlerle terminal Xq delesyonları belirlenmiş 3 POY 

hastası yer almıştır. 1 Mb çözünürlükte array CGH ve FISH tekniği kullanılmıştır. Mikroarray 

CGH ve FISH çalışmaları sonucu üç delesyon (del(X)(q21.2), del(X)(q21.31) ve 

del(X)(q22.33))  karakterize edilmiştir. Mikroarray CGH, del(X)(q21.31)’in SHOX (Short 

Stature Homeobox Gene) genini içeren Xpter duplikasyonuyla ilişkili olduğunu göstermiştir. 

Bu çalışma, POY hastalarında mikroarray kullanımına yönelik ilk çalışmadır. Bu çalışmada 

otozomlara ait delesyon ve duplikasyonlar ele alınmamış olup, olası X kromozomu 

delesyonlarının duplikasyon gibi diğer kromozomal dengesizliklerle ilişkili olabileceği 

gösterilmiştir (Tachdjian ve diğ., 2008). 

 

Aboura ve diğ. (2009) tarafından yapılan çalışmada POY tanısı almış 99 kadında geleneksel 

karyotip analizi ve 4500 BAC klonundan oluşan DNA mikroarrayi uygulanmıştır. 3’ü X 

kromozomu, 28’i otozomal kromozomlar üzerinde olmak üzere toplam 31 CNV 

belirlenmiştir. Veriler, “Database of Genomic Variants” (http://projects.tcag.ca/variation) 

veritabanında kontrol popülasyonlarla karşılaştırıldığında istatistiksel öneme sahip 8 farklı 

kromozomal bölgede (1p21.1, 5p14.3, 5q13.2, 6p25.3, 14q32.33, 16p11.2, 17q12 ve Xq28) 

CNV saptanmıştır. Beyaz ırk POY hastaları  arasında yapılan bu çalışma, geniş toplulukta 

CNV analizine yönelik rapor edilen ilk çalışmadır. Rapor edilen 8 CNV içinde üremede rol 

alan 5 POY aday geni bulunmuştur. 

 

Bizim çalışmamızda POY tanısı almış bir hasta kullanılmış ve mikroarrayimiz üzerinde yer 

alan POY’a spesifik herhangi bir bölgede kopya sayısı değişikliği gözlenmemiştir. Hastada, 

annesindeki “ataxia cerebellosa” öyküsü nedeniyle POY gelişmiş olabileceği gibi; bu hasta, 

patolojik CNV içermeyen POY olgularından biri olarak da kabul edilebilir. Nitekim, Aboura 

ve diğ. (2009) çalışmasında, POY tanısı almış 99 kadında yapılan çalışmada sadece 31 CNV 

bulunmuş bunun da 8 tanesinin yani yaklaşık dörtte bir kadarının patolojik olduğu 

değerlendirilmiştir. Bu sonuç, Portnoi ve diğ. (2006) tarafından yapılan çalışmada, 90 

hastanın %8.8’inde  kromozomal anomalilerin saptanabilmiş olması ile uyumludur.  
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Bu tez çalışmasında geliştirilen mikroarray ile diğer çalışmalarda kullanılan sayıda POY tanısı 

almış hasta örneğiyle tarama yapılması durumunda benzer oranlar beklenmelidir.  

 

Burada üzerinde durmak istediğimiz önemli bir nokta ise Aboura ve diğ. (2009)’nin 4500 

farklı BAC klonu içeren mikroarrayle çalışmasında bulunan CNV’lerin dörtte üçünün 

patolojik olmayıp, polimorfik değişiklikler olmasıdır. Bu durum, mikroarray tasarımının 

öncesinde “Database of Genomic Variants” veritabanından araştırma yapılmasının önemini 

göstermektedir. Böylelikle hem çalışma sonunda kullanıcı tarafından tekrar tarama yapılması 

zorunluluğunu ortadan kaldırdığından analiz süresi kısalmakta hem de daha az sayıda fakat 

anlamlı klon kullanılması nedeniyle mikroarray maliyeti azalmaktadır. Nitekim bizim 

geliştirdiğimiz mikroarray hem POY hastalığına spesifik kromozomal bölgelerden oluşması 

bakımından, hem de CNV taraması yapıldıktan sonra üretildiğinden; analiz süresi diğer genel 

amaçlı mikroarraylerden kısa ve maliyeti de daha düşüktür. 

 

Sonuç olarak, bu tez çalışması kapsamında POY’a aday gösterilen gen ve gen dışı bölgeleri 

çoklu kopyalar halinde içeren POY’a özgün bir “mikroarray CGH” kiti geliştirildi. POY tanısı 

almış hasta ve sağlıklı kontrol bireylere ait DNA örnekleriyle yapılan array CGH çalışması 

sonucunda, hibridizasyonun elde edilmesiyle üretimi gerçekleştirilen mikroarray lamlarının 

çalıştığı gösterilmiş oldu. Genomik klonların “Database of Genomic Variants” veritabanında 

CNV verileri taranarak seçilmiş olması, potansiyel CNV riskini ortadan kaldırmış oldu. Bu 

özelliğiyle de kullanım kolaylığı ve güvenliğini arttırarak, ürünün gelecekteki ticarileşme 

potansiyelinin yolu açılmış oldu. Bundan sonraki aşama, POY tanısı almış geniş hasta 

gruplarında yapılacak tarama çalışmaları ile Türk toplumundaki POY etiyolojisi ve görülme 

sıklığına yönelik bilgilerin elde edilmesi açısından katkı sağlayacaktır. Bunun yanısıra 

prototipi geliştirilen ürün, infertilitenin erken ve önemli etkenlerinden biri olan ailesel 

POY’un erken tanısına ve erken menopozun önceden belirlenmesine fırsat verip, oosit 

vitrifikasyonu, embriyoların dondurulması ya da daha erken yaşta çocuk sahibi olma gibi 

seçeneklere olanak tanıyacaktır. Bu yönleriyle dünyada ürünün bir eşdeğeri bulunmamakta 

olup, infertilite alanında tanısal ve prognostik yönleriyle yaygın olarak kullanılabilecek bir in 

vitro diagnostik test olmaya adaydır. 
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