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OZET

PREMATUR OVARYUM YETMEZLIGIi (POY) TANISINA YONELIK
MIiKRODIZIN BAZLI KARSILASTIRMALI GENOMIiK HIBRIDIZASYON KiTi
(MICROARRAY CGH) GELISTIRILMESI VE URETiMi

Prematiir ovaryum yetmezligi (POY), 40 yas alt1 kadinlarda alti aydan uzun siireli, serumda
artmis gonadotropin ve 40 U/L’den yiiksek folikiil uyaric1 hormon (FSH) varliginda ortaya
cikan erken adet kesilmesi seklinde tanimlanir. POY’un sonucu olan disi kisirhig
(infertilitesi) glinlimiizde diizeltilemez bir durumdur. POY ve uzun siireli ostrojen eksikligi
osteoporozun erken ortaya ¢ikmasina yol acabilir. Ailesel POY’ un erken tanisi menopozun
onceden tahmin edilmesine firsat verip, embriyolarin dondurulmasi ya da daha 6nceden ¢ocuk
sahibi olma gibi liremeyle ilgili se¢eneklere olanak taniyacaktir. POY sendromu, insanda
folikiil olusumunu kontrol eden birden fazla genin etkili oldugu kompleks heterojenik klinik
bir hastaliktir. Deneysel calismalardan elde edilen bilgilere goére bu genlerin disi esey
kromozomunda POFI (Xq26.2-q28) ve POF2 (Xql3.3-q22) lokuslarinda kiimelenmis
olabilecegi tahmin edilmektedir. POF'I lokusunda FMRI1, HS6ST2, TFDP3, GPC3 ile POF2
lokusunda DIAPH2, DACH?2, POF1B genleri POY aday genleri olarak tanimlanmigtir. Bunun
yan sira AIRE, DAZL, FOXL2, FSHR, GALT ve TGF-f gen ailesi iiyelerinden GDF9, INHo.
gibi otozomal kromozomlarda tagman genlerdeki mutasyonlarin da POY’da rolii oldugu
diistiniilmektedir. Giiniimiizde hem daha hizli sonug¢ alinabilen, hem de analiz asamasinin tam
otomatik olarak gergeklestirilebildigi “MicroArray” CGH yontemi arastirmacilarin
caligmalarin1 yogunlastirdiklar1 bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yontem ile tiim genom
diizeyinde kromozomal kayip ya da artislarin yiiksek ¢oziiniirliikte, kisa bir siirede analizi
miimkiin kilinmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, POY’a neden olan aday genlerin bulundugu X ve otozomal
kromozomlar {iizerindeki lokuslart ¢oklu kopyalar seklinde iceren “microarray” CGH
gelistirerek POY’a 0zgiin ve mevcut teknolojilere nazaran daha hassas, kolay uygulanabilir,
hizl1 ve diigiik maliyetli bu yontemin, yaygin olarak uygulanabilmesine katkida bulunulmasi
amaclanmistir. Bu kapsamda, 393 “Bakteriyal Yapay Kromozom” (BAC) ve 20 “P1 faj
tirevli Yapay Kromozom” (PAC) olmak iizere toplam 413 klona ait DNA bdolgesini dortlii
kopya icerecek sekilde tasarlanmis, kontrol bolgeleriyle birlikte toplam 1824 spot igceren
POY’a 6zgili mikroarray lamlarmin tiretimi ger¢eklestirilmistir.
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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 POFI (Xq26.2-q28) and POF2 (Xq13.3-q22) loci. The
genes such FMRI1, HS6ST2, TDPF3, GPC3 in POF1 locus and DIAPH2, DACH2, POFIB in
POF?2 locus were identified as POF candidate genes. However, mutations on some autosomal
genes like AIRE, DAZL, FOXL2, FSHR, GALT and GDF9, INHoa members of TGF-f 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. GIRIS

Menopoz Yunanca’da ay (men) ve sonlanma (pause) kelimelerinden tiiremis olup, sozliik
anlami1 “son adet’tir. Adet kanamalarinin kesin olarak bitmesi anlamima gelmektedir

(Y1ildirim, 1996; Ertiingealp ve Seyisoglu, 2000).

Menopoz; kadin yasam dongiisiinde iireme yeteneginin sona ermesiyle karakterize olan
onemli bir asamadir. Ovaryumdaki folikiiler fonksiyonun kaybiyla birlikte menstruasyonun
kalic1 olarak sona ermesidir. Kadin sagligini biyolojik, psikolojik ve sosyal yonden etkiler

(Durmaz, 2005).

Menopoz, genel bilinenin aksine rahimin degil yumurtaliklarin iglevinin sona ermesidir.
Yumurtaliklarda yeni yumurta olusumu gerceklesememekte ve hormon {iretimi
yapilamamaktadir. Yeterince dstrojen ve progesteron hormonlari liretiminin olmamasina bagh

olarak adetten kesilme gerceklesmektedir.

ABD’de kadinlarin ortalama menopoz yas1 51.4’tiir ve standart sapma 3.8 yildir. Menopoz
yasi; 1rk, sosyo-ekonomik durum, gebelik sayisi, oral kontraseptif kullanimi, egitim, fiziksel
ozellikler, alkol tiiketimi, menars yasi veya son gebeligin tarihinden etkilenmemektedir.
Sadece sigara i¢giminin kesin bigimde folikiil tiikkenmesini hizlandirdig1 saptanmistir (Dechanet

ve dig., 2010).

Tiirk toplumunda ise menopoz yas1 46-48 olarak bildirilmektedir. Tiirkiye Menopoz Dernegi
tarafindan ililkemiz genelindeki menopoz merkezlerinden elde edilen verilere bakildiginda,

Tiirkiye’deki menopoz yasinin 46.7 oldugu anlagilmaktadir.

Adetten kesilme 40 yasindan erken gerceklesmisse ‘"erken ~menopoz" olarak

tanimlanmaktadir. Tibbi literatiirde "prematiir menopoz" olarak da adlandirilmaktadir.



Menopozun 30 yasindan daha erken ortaya ¢ikmasi durumuna ise "Prematiir Ovaryum
Yetmezligi (POY)" adi verilir. Bu sekilde yumurtaliklarin ¢ok erken doénemde tiikenmesi
kadinlarda psikolojik ve fizyolojik yonden pek ¢ok problemi de beraberinde getirir.

Menopozun laboratuvar yoniinden tanimlanmasi i¢in kanda Folikiil uyarici hormon (FSH),
Luteinleyici hormon (LH) ve 0Ostrojen hormonlar1 degerlerine bakilir. FSH ve LH artmais,
Ostrojen azalmigsa bu durum yumurtaliklarin tiikendigini gostererek menopoz tanisini

koydurur (Burger, 1994).

Prematiir ovaryum yetmezIligi (POY), mutlaka nedenlerin arastirilmas: ve uygun tedavilerin
baslanmasini gerektiren bir durumdur. Erken menopoz ve prematiir ovaryum yetmezligi ile
ilgili olarak pek ¢ok neden ortaya siiriilmekle birlikte, menopozun yasin1 neyin belirledigi
konusunda kesin bir goriis yoktur. Ailesel (kalitimsal) Ozellikler, bir takim otoimmiin
hastaliklar (Cushing sendromu, tiroid hastaliklari, SLE gibi), sigara, stres, kanser tedavileri,
diabet (seker hastaligi) ve genetik (kromozomal) problemler sebep olarak ortaya siirtilmiistiir

(Buckler, 2005 derlemesinden alinmastir).

Prematiir ovaryum yetmezligi, 40 yasin altindaki kadinlarda “hipergonadotropik
hipogonadizm” (yumurtaligin calismamasina bagli FSH hormonunun kanda artmasi)
gelismesine bagli olarak adetin kesilmesidir. Tanis1 ise en az 3 aylik oligo-amenore (adetin
seyrelmesi ya da kesilmesi) durumu ile en az 2 kez yapilan Ol¢iimlerde FSH hormon
diizeyinin menopoz degerlerinde ¢ikmasi ile konulur. Taninin dogrulugu énemlidir; ¢linkii bu
durum ovaryum fonksiyonlarinin kalict olarak kesilmesini ifade eder (Giinyeli, 2009
derlemesinden alinmistir). Gergekte POY’lu kadinlar tanidan itibaren 10 yillik siire igerisinde
aralikli ovaryum fonksiyonu gosterebilirler (Nelson ve dig., 2005). Oyleki tamidan sonraki
yillarda bazi kadinlarda gebelik dahi gerceklesebilmektedir (van Kasteren ve Schoemaker,
1999). Bu durum tibba, ilk olarak 1942 yilinda Fuller Albright tarafindan, “primer ovaryan
yetmezlik™ ad1 ile tanitilmistir (Albright ve dig., 1942).

POY sendromu, insanda folikiil olusumunu kontrol eden birden fazla genin etkili oldugu

kompleks heterojenik klinik bir hastaliktir (Fassnacht, 2006).



Array-temelli  karsilagtirmali  genomik  hibridizasyon (array CGH), kromozomal
dengesizliklerin yiiksek ¢Oziiniirliikkte belirlenmesine olanak taniyan giiclii, yeni bir
teknolojidir. Farkli isaretlenmis test ve kontrol DNA’larinin genomik klonlar1 igeren bir

mikroarray lizerine birlikte hibridize edildigi bir yontemdir.

Bu tez calismasinda, POY’a neden olan aday gen ve gen dis1 bolgelerin bulundugu X ve
otozomal kromozomlar {izerindeki lokuslar1 ¢oklu kopyalar seklinde iceren “microarray”
CGH gelistirerek POY’a 0zgiin ve mevcut teknolojilere nazaran daha hassas, kolay
uygulanabilir, hizl1 ve diisiik maliyetli bu yontemin, yaygin olarak uygulanabilmesine katkida

bulunulmasi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PREMATUR OVARYUM YETMEZLIiGi (POY)

Prematiir ovaryum yetmezligi (POY) ilk kez 1930 yilinda, adet gecikmesi ve iiriner
gonadotropin seviyelerinde meydana gelen artis olarak tarif edilmistir (Coulam ve dig., 1986).
Bu tablo 6nceleri 40 U/L’nin iizerinde FSH seviyeleri ile ovaryumda primordiyal folikiil
yoklugu ve kalict sterilite olarak tanimlanmistir (Atria, 1950; Goldenberg, 1973). Ancak
sonraki yillarda yapilan caligmalar bu tanimlamay: degistirmistir. Rebar ve dig. (1990)
tarafindan yapilan ¢aligmada, 26 POY’lu hastanin dokuzunda folikiil fonksiyonu goézledikleri,

bunlardan besinde oviilasyon ve bir hastada ise gebelik olustugu bildirilmistir.

Prematiir ovaryum yetmezligi (POY), 40 yasindan 6nce adetin kesilmesi ya da bir toplumdaki
ortalama menopoz yasindan 2 standart sapma daha gen¢ bir yasta adet gébrmeme, cinsiyet
hormonlarinda azalma ve hipofizdeki gonadotropin adi verilen hormonlarda artma olarak
tanimlanir (Mercan, 2005). POY, hi¢ adet gormeme seklinde goriilebilecegi gibi (primer
amenore), ergenlik sonrasi belirli bir siire adet gérdiikten daha sonraki bir donemde de ortaya
c¢ikabilir (sekonder amenore) ve 40 yasin altindaki kadinlarin % 1’inde goriiliir (Coulam ve

dig., 1986).

Prematiir ovaryum yetmezligi (POY) gibi ovaryum folikiillerinin tiikenmesinden kaynaklanan
erken menopoz ve disi kisirhigi, kadinlari etkileyen en yaygin kronik medikal kosullar
arasinda yer alir. Amerika Birlesik Devletlerinde disi kisirligi orant % 13 olup, ovaryum
fonksiyon bozuklugu bunun altinda yatan en yaygin nedeni olusturmaktadir (Kumar ve dig.,

2007).

POY olan gen¢ kadinlarda, cinsiyet steroidlerinin eksikligi, dogal olarak menopoza giren
kadinlarda oldugundan daha uzun siirer. Bunun sonucunda da, bu kadinlarda osteoporoz riski
anlaml derecede artmaktadir (Ohta ve dig., 1996; Anasti ve dig., 1998). Spontan POY gelisen

ve karyotip olarak normal olan kadinlarin iigte ikisinde kemik mineral yogunlugu (BMD),



araliklarla da olsa standart hormon tedavisi gormiis olan kadinlarda bile, kendi yas
gruplarindaki saglikli kadmnlarinkinden 1 standart sapma daha asagidadir (Anasti ve dig.,
1998a).

Spontan POY’un yas ile iligkili insidansi (siklig1) 20 yas i¢in 1 / 10.000 iken, 30 yas i¢in 1 /
1.000 ve 40 yasindaki kadinlar i¢in de 1 / 100 olarak gdzlenir (Coulam ve dig., 1986). Ailesel
POY, tiim POY vakalarinin % 4-31’ini temsil etmektedir (Torgerson ve dig., 1997). Mozaizm
olan olgularda fonksiyon gdsteren bir miktar gonad dokusu mevcuttur. Buna bagh olarak, bu
olgularda degisen derecelerde cinsel gelisim ve gecici menstrual sikluslar goriilebilir (Meskhi

ve Seif, 2006).

POY, epidemiyolojide primer amenore (hi¢ adet gormemis) vakalarinin % 10-30’undan ve
sekonder amenore (sonradan adeti kesilenler) vakalarinin % 5-20’sinden sorumludur. Ancak
POY’lu kadinlarin % 90’inda sekonder amenore mevcut iken sadece % 10’unda primer
amenore mevcuttur. POY’lu hastalarda tanidan yillarca sonra bile % 5-10 oraninda spontan

gebelik sans1t mevcuttur (Giinyeli, 2009 derlemesinden alinmstir).

Kadinda POY’a dogru bir gidise isaret eden spesifik uyarici bulgular bugiine kadar
tanimlanmamigtir. Ancak hastalarin yaklasik olarak % 50’sinde, “prodromal POY” olarak
adlandirilan bir oligoamenore ya da disfonksiyonel uterus kanamasi 6ykiisii vardir. Olgularin
dortte birinde ise, akut olarak ortaya c¢ikan amenore, gebelik ve dogumla ya da oral

kontraseptif haplarin birakilmasi ile iligskilendirilmistir (Nelson ve dig., 1996).

Yumurtalik, ireme organi olmasinin yani sira bir endokrin organidir. Ovaryum yetmezligi
sistemik etkileri olan hormonal kusurlara yol agar ve hipotiroidizm, adrenal yetersizlik gibi
diger endokrin kusurlariyla baglantili olabilir. Disi kisirliginin galaktozemi (Kaufman ve dig.,
1979) ya da folikiil uyaric1 hormon (FSH) reseptoriindeki mutasyonlar (Aittomaki ve dig.,
1995) gibi metabolik ve genetik nedenleri bilinmesine ragmen; primer amenore, prematiir
ovaryum yetmezligi ve polikistik ovaryum hastaligin1 igeren disi kisirlik sendromlarinin
etiyolojisi ¢ok fazla bilinmemektedir. Bu bozukluklarin ovaryum temelli 6nemli bir kalitsal

unsur olduguna inanilmaktadir (Kumar ve dig., 2007).



Ovaryum yetmezliginin ergenlik sonrast ortaya cikisi, prematiir folikiil kaybi1 ve
folikiilogenezin durmastyla iligkili olan sekonder amenore ile karakterizedir (Santoro, 2003).
Fizyolojik menopoz durumunda oldugu gibi POY’da da carpinti, sicak basmasi, yliziin
kizarmasi, gece terlemesi, anksiyete, depresyon, uyku bozuklugu, halsizlik gibi klinik

belirtiler gozlenir (Peccoz ve Persani, 2006).

Spontan POY, ovaryum yetmezliginin kemoterapi, radyoterapi ya da cerrahi yollarla
ger¢eklesmedigi anlamina gelir. Spontan POY hastasindaki herhangi bir genetik mekanizma
ailesel etkiye (kalitsal) sahip olabilir (Krauss ve dig., 1987). Ayrica, ovaryum yetmezligi olan
kadinlarin % 4’tnde saptanan hastalik otoimmiin nedenli (“steroidogenic cell
autoimmunity”), bazi durumlarda da POY’un baslangi¢ unsuru olabilen otoimmiin
poliglandular yetmezlik sendromunun belirlenmesi kritik 6neme sahiptir (LaBarbera ve dig.,

1988).

Ailesel POY’un erken tanist menopozun dnceden tahmin edilmesine firsat verip, embriyolarin
dondurulmasi ya da daha onceden ¢ocuk sahibi olma gibi iiremeyle ilgili seceneklere olanak
tantyacaktir. POY birikerek artan negatif etkilere sahip oldugundan erken tani, uygun
stratejiyi baslatma ve risk azaltimi acisindan klinisyenler i¢in onemlidir (Peccoz, 2006

derlemesinden alinmistir).

Ailesel POY’un, X kromozomundaki yapisal bir anormallikle sonug¢landigi durumlarda
karyotip analiziyle degerlendirilebilir (Krauss ve dig., 1987). Ailesel POY, Frajil X Mental
Reterdasyon genindeki (FMRI) premutasyonlarla da meydana gelebilir, bu durumun klinik
olarak spesifik testi mevcuttur (Marozzi ve dig., 2000). Frajil X premutasyonu anormal bir
fenotipik karakterle iliskili olmadigindan, premutasyon tasiyicilarinin saptanmasi direkt

genotip analiziyle belirlenebilmektedir (Oberle ve dig., 1991; Rousseau ve dig., 1991).



Ailesel POY hikayesi olanlara ilave olarak, ailesinde agiklanamamis mental reterdasyon,
gelisim geriligi, demans, tremor/ataksi sendromu hikayesi olan kadinlarinda genetik danisma
almas1 Onerilmektedir. Ailesel prematiir ovaryum yetmezliginin FSH reseptoriindeki
mutasyonlar gibi sik rastlanmayan genetik nedenlerinin belirlenmesine yonelik klinikte rutine
girmis genetik test bulunmamaktadir (Aittomaki ve dig., 1995). Bahsedilen konularda ailesel
hikayesi olmayan POY’lu kadinlar i¢in uygun genetik degerlendirmeyi belirleyebilecek zarar

/ yarar analizi gliniimiizde mevcut degildir.

X kromozomundaki yapisal bozukluklar ailenin diger {iyelerini de etkileyebilir, fakat klinik
test pahali olmakla birlikte aile hikayesi yoklugunda verim diisiik olabilmektedir. Spontan
POY’lu kadinlarin yaklasik % 6’st FMRI geninde premutasyon tasir ve aile hikayesi
olanlarda risk daha da artar (Marozzi ve dig., 2000Db).

Klinik acgidan testosteron kusurlu POY’lu kadinlarda bu durumun Onemi agikliga
kavusturulamamistir (Doldi ve dig., 1998). Prematiir ovaryum yetmezIligi olan geng
kadinlarda kuru g6z sendromu oraninda artis oldugu acia cikarilmis, fakat mekanizmasi

heniiz anlagilamamistir (Shaw-Smith ve dig., 2004).

2.2. FOLIKULOGENEZ

Folikiilogenez, folikiil olgunlagmasi siirecidir ve olgunlasmamis oosit igeren somatik
hiicrelerin yogun bir sekilde paketlenmesi olarak da tanimlanir (Zuckerman, 1951; Zuckerman
ve Baker, 1977). Bir kisim kiiciik primordiyal folikiillerin menstrual siklusa girecek olan

ovulasyon oncesi folikiillere (preovulator folikiil) gelismesini agiklar (Sekil 2.1).



Sekil 2.1: Yumurtaliktaki folikiil gelisimi (Shazz, 2006).

1. Menstruasyon 2. Folikiil gelisimi 3. Olgunlagmus folikiil 4. Ovulasyon

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

Erkeklerde siirekli devam eden spermatogenezin aksine folikiilogenez, yumurtaliklarda var
olan folikiillerin olgunlagsma asamasinda hormonal degisimleri cevaplamada yetersiz kaldig1

durumda sonlanir. Folikiil kaynagindaki bu azalma, menopozun baslangicini isaret eder.

2.2.1. Folikiilogenezde Gelisim Asamalari

Folikiiliin primer rolii oosit tasimasidir. insan, yumurtaliklarinda belirli sayida olgunlasmamis
primordiyal folikiillerle dogar. Bu folikiiller de olgunlagsmamis benzer primer oositleri igerir.
Folikiiliin tutulmasiyla folikiilogenez baslar ve oositin folikiilden ayrildigi siire¢ olan
ovulasyon ya da dliimle sonuglanan biiyiime periyoduna girer. Dogum sirasinda yaklasik
1x10° olan folikiil sayisi, ergenlikte 3x10° e kadar azalir. Bu azalma eriskinlikte menopozun

basladig1 50’11 yaslara kadar devam eder (Richardson ve dig., 1987).



Folikiilogenez yaklagik olarak 375 giin siirer ve 13 menstrual siklusla ayn1 zamanda meydana
gelir. Siireg siirekli devam eder, bunun anlami yumurtalik herhangi bir zamanda geligimin tiim
evrelerine ait folikiilleri igerir ve olgun bir oosit, ovulasyon oncesi folikiilden ayrildiginda

sona erer (Sekil 2.2) (van den Hurk ve Zhao, 2005 derlemesinden alinmistir).
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Sekil 2.2: Ovaryum yapisi (Encyclopedia Britannica, 2007)

Farkli gelisim evrelerindeki folikiillerin kesit goriintiisii (Primordiyal folikiiller olgunlasmamis oositleri igerir, oositi bazal laminadan ayiran
graniil hiicreleriyle gevrili bir tabakadan olusur. Primordiyal folikiillerdeki graniil hiicreleri yassi bir tabakadan kiibik yapiya degisirler, bu
degisim primer folikiil olusumunun isaretidir. Oosit genomu aktive olur ve gen transkripsiyonu baslar. Oositin etrafinda, oositi ¢evresindeki
graniil hiicrelerinden ayiran “zona pellusida” denilen glikoprotein polimeri olan bir kapsiil olusur. Zona pellusida ovulasyon sonrasinda
oositle birlikte kalir, sperm girisini katalizleyecek enzimleri igerir. Graniil hiicrelerinin etrafinda ikinci bir tabakanin olusumuyla primer
folikiiller, sekonder folikiillere doniisiir. Bu noktada folikiiliin mitotik aktivitesi yliksektir, dnceki gibi uzun siirmez ve ¢ok tabakali graniil
hiicreleri olusur. Graaf folikiilii ya da antral folikiil olarak da isimlendirilen tersiyer folikiil, antrum denilen oosit yaninda siv1 kapli girintinin
(kavite, oyuk) olusumuyla ortaya ¢ikar. Olgun folikiilin temel yapisi olusur. Dominant folikiil olarak adlandirilan sadece bir folikiil
yasamaya devam ederek hizli bilylimeye girer ve 20 mm capma ulasarak preovulatdr folikiilii olusturur. Onii¢iincii menstrual siklusun
folikiiler faz1 sona ermesiyle, preovulator folikiil stigmay1 gelistirir ve ovulasyon denilen siire¢le kumulus hiicrelerin tiim igerigini oositle
birlikte bosaltir. Oosit fertilizasyona gidebilecek 6zelliktedir ve fallop tiipleriyle uterusa tasinir. Tam olarak gelismis oosit (gamet) menstrual
siklusa katilabilir. Pargalanmis folikiil, korpus luteum seklinde degisime ugrar ve folikiilogenez siireci tamamlanir).

2.2.2. Hormonal Fonksiyon

Folikiilogenez endokrin sistem tarafindan kontrol edilir. Folikiilogenez diizenlenmesinde
pozitif ve negatif feedback silirecine bes hormon katilir: hipotalamustan salgilanan

gonadotropin-serbest birakan hormon (GnRH, gonadotropin-releasing hormone), FSH ve LH
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olmak {izere iki gonadotropin ile dstrojen ve progesterondur (Chappel, 1991; Zafeiriou, 2000;

Caglar, 2005). (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Folikiilogenez diizenlenmesinde rol alan pozitif ve negatif feedback yolu (Women’s Health-
Future Medicine Ltd, 2009)

Bu siirecte yer alan hormonlar: GnRH, FSH, LH, Ostrojen, Progesteron.
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GnRH, hipofiz bezinin 6n kismindan FSH ve LH salinimini uyararak daha sonraki asamada
folikiil biliylimesi iizerine uyarici etki yapar (bu etkiyi hemen gerceklestirmemesinin nedeni,
sadece antral folikiillerin FSH ve LH’a bagimli olmasidir). Teka hiicreleri, tersiyer folikiilii
olusturdugunda Ostrojen miktarinda keskin bir artig gozlenir (teka tiirevli androjen, graniiloza

hiicreleri tarafindan aromatize edilerek dstrojene doniistiiriiliir) (Liu ve Hsueh, 1986).

Yiiksek miktardaki Ostrojen, gonadotropinler iizerinde zit bir uyarma etkisine sahiptir. LH ve
FSH yiikselmeye baslar. Daha fazla Ostrojen salgilanmasina bagli olarak teka hiicreleri
tarafindan daha fazla miktarda LH reseptorleri yapilir. Bu durum teka hiicrelerinin 6stojeni
azaltmak amaciyla fazla miktarda androjen olusturmak i¢in tesvik edilmesine yol agar. Bu
pozitif feedback LH seviyesinde ani yiikselise neden olur ve bu yiikselme ovulasyonu saglar

(Fraser ve Bouchard, 1994 derlemesinden alinmistir).

Ovulasyonu takiben LH, korpus luteum olusumunu uyarir. Ovulasyon sonrasinda Ostrojen
negatif uyaran diizeyine diiser, FSH ve LH konsantrasyon diizeyinin korunmasinda goérev
yapar. Korpus luteumdan salgilanan inhibin de FSH inhibisyonuna katkida bulunur (Tsonis ve

dig., 1986).

Endokrin sistem menstrual siklusla ayn1 doneme denk gelir ve normal folikiilogenez siiresince
13 siklusa gider (onli¢ LH artis1). Bununla birlikte, koordineli enzim sinyali ve hormonal
reseptOrlerin zamana bagli anlatimi folikiil biiyiimesinin erken dénemdeki ani yiikselislerden

etkilenmemesini saglar (Filicori ve dig., 1984).
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2.3. POY NEDENLERI (ETIYOLOJISI)

POY’un ortaya ¢ikmasinda rolii oldugu diisiiniilen pek ¢ok olas1t gen tanimlanmis olmasina
ragmen, POY’un nedeni biiyiik 6l¢iide anlagilamamistir (idiyopatik). Bu idiyopatik form da
sporadik ve ailesel POY formunu gosterebilir. POY’a yol acan farkli nedenler su sekilde
siralanabilir: kromozomal ve genetik anomaliler, otoimmiin hastaliklar, viral infeksiyonlar ve
iyatrojenik tedavi (6rnegin pelvik cerrahi, kemoterapi, radyoterapi gibi). Ancak, olgularin
onemli bir kisminda, herhangi bir etiyolojik faktér tanimlanamamaktadir (Rebar ve Cedars,
1992). Baslangictaki folikiil havuzunun kiiciik olmas1 ve/veya graaf folikiillerinin uygun
olmayan liiteinizasyonu, spontan POY ’un nedenleri olarak ileri siiriilmiistiir (Duncan ve dig.,

1993; Nelson ve dig., 1994).

2.3.1. liyatrojenik POY (cerrahi, kemoterapi, radyoterapi)

POY’a neden olan en onemli ilag grubu kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik
ilaglardir. Ozellikle 16semi ve lenfoma tedavisinde kullanilan alkilleyici ajanlar olarak
adlandirilan kemoterapétik ilaglar POY ’un en sik nedenidirler. Kemoterapi sonrasinda yapilan
over biyopsilerinde, primordiyal folikiillerde belirgin azalma goriiliir (Familiari ve dig., 1993;
Larsen ve dig., 2003). Kemoterapi sonrasi bazen yumurtalik fonksiyonlar1 geri donebilir.
Kemoterapi sonrast olusan gebeliklerde gebelik kaybi veya anomali riski normale gore daha

yiiksektir.

Genel olarak, daha gen¢ olan kadinlar, kemoterapétiklerin etkilerine karsi daha fazla
direnclidirler (Koyama ve dig., 1977), ergenlik dncesi donem ise overlerde gonadotoksisitenin
en az gorildiigli donemdir (Beerendonk ve Braat, 2005). Siklofosfamid, metotreksat ve
fluorourasil kombinasyonundan olusan bir tedavi rejimini takiben amenore goriilme olasiligi,
40 yasin iizerindeki kadinlar i¢in % 76, 40 yasin altindakiler i¢in ise % 40 olarak verilmistir

(Bines ve dig., 1996).

Benzer sekilde, radyoterapinin de 6énemli etkileri oldugu bildirilmektedir. Eger her iki overe
de radyoterapi uygulanmis ise gonadotoksisite daha belirgindir (Schuck ve dig., 2005).
Radyasyonun overlere etkisi, yasa ve doza bagl olarak degismektedir. 600 cGy ve iistii

dozlarin 40 yas ve lizerindeki kadinlarda kisisel farkliliklar gdstermekle birlikte POY’a neden
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olabilecegi bildirilmistir (Morris ve Shalet, 1990; Thibaud ve dig., 1992) . Tedavinin hemen
ardindan hastalarin % 97.5’inde ortaya ¢ikan POY’daki fraksiyone radyoterapi efektif
kisirlastirict dozu, yasla birlikte azalir (Wallace ve dig., 2005).

Pelvik radyoterapi dncesinde cerrahi olarak overlerin radyoterapi sahast disina taginmasinin
basarili olduguda bildirilmektedir (Thibaud ve dig., 1992). Operasyonla rahimi alinan
hastalarda da yumurtalik kan akiminin bozulmasina bagli olarak POY olustuguna dair veriler

bulunmaktadir (Mercan, 2009 derlemesinden alinmistir).

Cocukluk cag1 kanserlerinin tedavisinde yiiksek doz kemo- ya da radyoterapi uygulamasi,
ergenligin gecikmesi, tam olmamasi ya da hi¢ olmamasi1 gibi ciddi sonuglar dogurabilir

(Muller, 2002).

Giliniimiizde kemoterapi ve radyoterapinin neden oldugu POY’u engellemek ve fertilizasyonu
korumak amaciyla over dokusu kriyoprezervasyon ve otolog transplantasyonu denenmektedir.
Oktay ve dig. (2001) yaptiklar1 calismada, iki vakaya kanser cerrahisi ve pelvik radyoterapi
oncesinde overin kriyoprezervasyonunu takiben 6-10 ay igerisinde 6n kol cilt alti dokusuna
otolog ovaryum transplantasyon uygulanmig ve premenopozal serum ostradiol, FSH ve LH

seviyeleri elde ettigini bildirmistir.
2.3.2. Otoimmiin POY

Otoimmiinite viicudun kendi hiicrelerini yabanci gorerek yok etmesi olarak tanimlanabilir.
Otoimmiin ooforit, énemli bir POY nedenidir, olgularin % 10-30’unda goriiliir (Nelson ve

dig., 1996).

Otoimmiin lenfositik ooforite, siklikla, periferik T hiicre aktivasyonu da eslik etmektedir
(Nelson ve dig., 1991). Lenfosit infiltrasyonunun, olgun folikiillerde daha belirgin olmasi,
otoantijen sentezinin gonadotropin bagimli oldugunu diisiindiiriir (Irvine ve dig., 1968). Bu
nedenle otoimmiin nedenli POY olan kadinlarin yillik olarak bu hastaliklar yoniinden de

taranmasi gerekir.
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POY, otoimmiin poliglandiiler sendrom (autoimmune polyglandular syndrome-APS)’un bir
bileseni olarak, Addison hastaligi, insiilin bagimli diabetes mellitus (IDDM) ve hipotiroidi ile
birlikte karsimiza c¢ikabilir. APS tip I, otozomal resesif gecisli olup, kromozom 21q22.3°de
lokalize tek bir genin defekti nedeniyle olusur ve insan 16kosit antijeni (HLA) ile iligkisi

yoktur (Nagamine ve dig., 1997).

APS tip I, otoimmiin poliendokrin-kandidiazis-ektodermal distrofi (autoimmune
polyendocrine-candidiasis-ectodermal dystrophy APECED) olarak da bilinir ve olgularin %
60’1inda POY ile birliktedir (Wheatcroft ve Weetman, 1997). APS tip II, (Schmidt sendromu)
ise Addison hastaligi, insiilin bagimli diabetes mellitus (IDDM), hipotiroidi ve POY’u
kapsayan bir bozukluktur.

2.3.3. Galaktozemi

Galaktozemi, galaktoz-1-fosfat {iridil transferaz enziminin eksikligine bagli olarak ortaya
cikar. Nadir goriilen otozomal resesif gecisli bir bozukluk olup, kromozom {izerindeki yeri
9p13 olarak belirlenmis olan GALT genindeki mutasyona baghdir (Laml ve dig., 2002; Forges
ve Monnier-Barbarino, 2003). Bu hastalarda galaktoz ve metabolitlerinin viicutta birikmesi
sonucunda hepatoseliiler, okiiler, renal ve norolojik hasarlar gozlenmektedir. Galaktozemiye
yonelik yapilan calismalarda, galaktozemide biriken galaktoz ve metabolitlerinin oositler
tizerine de toksik etki yaparak prematiir destriiksiyona (tahribata) yol actiklar1 bilinmektedir

(Chen ve dig., 1981).

Bazi hayvan modellerinde, gebe farelere yliksek galaktoz iceren diyet verilmis ve premayotik
donemde fetal oosit sayisinda azalma oldugu bildirilmistir (Chen ve dig., 1981). Takip eden
caligmalarda POY’lu olgularda yapilan over biyopsilerinde primordiyal folikiillerin
bulundugu ancak folikiiler biiyiime ve gelismede anormallikler oldugu bildirilmistir (Levy ve

dig., 1984).

Galaktozeminin kabul edilen bir diger etkisi de gonadotropinlerin glikolizasyonunun
etkilenerek biyolojik aktivasyonlarmin azalmasidir. Ozellikle FSH ve izoformlarmin bu

hastalarda nétral bir izoelektrik degere sahip olduklar1 ve FSH reseptorlerine afiniteleri yeterli
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diizeyde olsa da adenilat siklaz aktivasyonlarinin yetersiz kaldig: bildirilmektedir (Prestoz ve

dig., 1997).

Yapilan ¢aligmalarda galaktozemili 47 kadinin % 81’inde POY gelistigi tespit edilmis ve
bunlarin yaklasik % 83’ilinliin sekonder amenore sikayeti ile tanit aldigr bildirilmistir

(Waggoner ve dig., 1990).

2.3.4. Enzim Eksiklikleri

Enzim eksiklikleri Ostrojen sentez bozukluklar1 ve ergenlikte gelisim bozukluklarina neden
olarak, primer amenore ve ovaryum yetmezligine sebep olabilmektedir (Yanase ve dig.,

1990).

Androjenlerin 0strojene doniisiimiinii katalizleyen aromataz enzim eksikliginin, 24 ve 28
yaslarindaki erkek ve kiz kardeste cinsiyet karakterleriyle iliskili klinik ve histolojik
bozukluklara neden olabilecegi bildirilmistir (Morishima ve dig., 1995). Kolesterol desmolaz
enziminin eksikligi, steroid hormon sentezinin bozulmasina yol acar. Bu durumda, hastalar
nadiren erigkinlige kadar hayatta kalabilirler (Zachmann, 1995). 17a-hidroksilaz enziminin
eksikligi ise hem adrenal hem de gonadal steroid hormon sentezini bozmaktadir. 17a-
hidroksilaz eksikliginde hastalarda hipertansiyon, hipokalemi ve ovaryan yetmezlik ile
ovaryan-adrenal steroid sentezinde bozukluklar gézlenmistir (Kater ve Biglieri, 1994). 17a-
hidroksilaz enzimi kusurlu kadinlarin primer amenore ile karakterize oldugu belirtilmistir
(Rabinovici ve dig., 1989). izole 17-20 desmolaz eksikligi olan hastalarda ise, adrenal
fonksiyon normal olmasina karsin, over yetmezligi s6z konusudur. 17-20 desmolaz

eksikliginin tek basina POY’a yol agabilecegi bildirilmektedir (Bachelot ve dig., 2005).

2.3.5. Gonadotropin ve Gonadotropin Reseptor Bozukluklari

Sekonder cinsiyet karakteristikleri iyi gelismemis, primer amenore ve infertilesi olan bir
hastada, FSH’1in 3 alt biriminde mutasyon gosterilmistir (Toledo ve dig., 1996). FSH’in
reseptorlerine baglanmasinda bozukluk olusturan bu durum, folikiil gelisiminin yetersiz
olmasina yol agar. Bu durumda disaridan verilen FSH ile yumurta iiretimi ve gebelik gelistigi

bildirilmigtir (Matthews ve dig., 1993).
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FSH reseptor genindeki mutasyonun da hipogonadotropik primer amenore nedeni olabilecegi
bildirilmistir (Aittomaki ve dig., 1995; Sundblad ve dig., 2004). Bu gen agisindan heterozigot
olan kadinlarin fertil olup, degisen diizeylerde sekonder cinsiyet karakteristiklerine sahip
olduklar1 ve over biyopsilerinde primordiyal folikiil varligi gosterdikleri bildirilmistir

(Aittomaki ve dig., 1996). Bu durum, otozomal resesif gegis gosterir (Simpson ve dig., 1971).

LH reseptoriinii sentezleyen genlerdeki mutasyonlar da POY’a yol agabilir (Latronico ve dig.,
1996). Bu durumda amenore, normal sekonder cinsiyet karakteristikleri ve normal ya da orta
diizeyde artmig FSH diizeyleri gozlenir. Over biyopsilerinde ise yalnizca primordiyal,
preantral ve antral folikiiller vardir ancak; preovulator folikiiller, korpus luteumlar ya da

korpus albikanslar ile iligkili herhangi bir bulgu yoktur (Toledo ve dig., 1996).

2.3.6. Kromozomal ve Genetik Bozukluklar

Amenore ile bagvuran geng¢ kadmlarin % 25’inde POY goriiliir. POY olan kadinlarin % 5-
30’unda ailedeki diger bir disi bireyinde etkilendigi goriiliir. Bu olgularda kalitim tipi, X’e
bagli dominant-resesif ya da otozomal dominant-resesif olabilir. 45,XO karyotipine sahip
fetuslarda (Turner sendromu), overlerin uterusda gelisimi normaldir. Ancak, dogumdan sonra,
ikinci X kromozomunun yoklugu nedeni ile, POY’a yol agan hizlanmig bir folikiiler atrezi
goriiliir (Singh ve Carr, 1966; Migeon ve Jelalian, 1977). X kromozomunun tam yoklugundan
daha sik olarak karsimiza ¢ikan durumlar ise, mozaizm olarak adlandirilan 45, XO / 46, XX ;

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

Insan X kromozomu iizerindeki X inaktivasyon merkezi, Xq13 bolgesinde lokalizedir (Brown
ve dig., 1991). Bu bolgeye yakin bir delesyon ya da yeniden diizenlenme X inaktivasyon
merkezini etkileyebilir ve bireyde hafif bir Turner benzeri goriiniim olusturabilir (Powell ve
dig., 1994). Insan X kromozomu iizerindeki diger kritik bolgeler Xq13-q22 ve Xq22-q26
bolgeleridir (Therman ve dig., 1990). Xq21.3-q27 bdlgesinde bulunan POF tip I geni, overin
islevi acisindan 6nemlidir (Ahonen ve dig., 1988). Bunlarin disinda, POY ile iligkili oldugu
diistiniilen diger genlere dair kanitlar da literatiirde yer almaktadir (Bondy ve dig., 1998;

Murray, 2000; Luoma ve dig., 2004; Kok ve dig., 2005).
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2.4. POY GENETIGIi

POY sendromu, insanda folikiil olusumunu (folikulogenez) kontrol eden kompleks genetik ag
nedeniyle heterojenik bir klinik hastaliktir. Deneysel ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore
bu genlerin disi esey kromozomunda POFI (Xq26-q28) ve POF2 (Xql3.3-q22) bolgelerinde
kiimelenmis olabilecegi tahmin edilmektedir (Fassnacht ve dig., 2006) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Insan X kromozomuna ait G-Bantl1 yapisal gériiniim (Fassnacht ve dig., 2006)

Kromozomun sol tarafinda POF1 ve POF2 bélgelerinin kromozomal lokasyonlart gosterilmektedir. Sag tarafta ise literatiire gore
haritalanmis aday POY genleri yer almaktadir.
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2.4.1. Disi Fertilitesini Etkileyen Yapisal X Kromozomu Degisiklikleri

X kromozomunun kisa kolundaki delesyonlar primer amenore ile sonuglanirken; uzun
kolundaki delesyonlar ise primer ya da sekonder ovaryum yetmezligi ile sonuglanmaktadir
(Sybert ve McCauley, 2004). Sekonder ovaryum yetmezligi, normal ergenlik sonrasinda
folikiiler disfonksiyon ve folikiiliin erkenden tiikketimi ile karakterizedir (Anasti, 1998).

POY hastalarinda X-kromozomu ile otozomal translokasyonlarin kirilma noktalarinin
haritalanmasiyla Xq’da POF1 (Xq26-q28) ve POF2 (Xql3.3- q22) olmak {izere iki 6nemli
bolge belirlenmistir. POF'I lokusundaki distal (telomere yakin) delesyonlarda 24-39 yaslarda
POY gelisitken (Krauss ve dig., 1987, Tharapel ve dig., 1993), POF2 lokusundaki
translokasyonlarda 16-21 gibi daha erken yaslarda POY gelismektedir (Powell ve dig., 1994).

Xq delesyonlar1 incelendiginde POY’a neden olan mekanizmalardan birinin “gen dozaj
etkisi”’; yani X inaktivasyonundan kagan genlerin anlatiminin yapilmamas: (haploid
diizeydeki yetmezligi) olabilecegi belirtilmistir (Sala ve dig., 1997). POY’a neden olan bir
diger mekanizmanin ise; normalde X inaktivasyonundan kagmamis genlerin X kromozomu
tizerinde kirilma noktasinda yer almalar1 nedeniyle translokasyon sonucu hasara ugramasi
seklinde aciklanmaktadir. Bununla birlikte, her iki tip Xq diizenlenmesinde de (delesyon /
translokasyon), genlerin haploid diizeydeki yetmezligi (“haploinsufficiency”) her iki X
kromozomunun da aktif oldugu oogenezin ¢ok erken asamalarinda aktif konumdadir (Powell

ve dig., 1994).

POY’a neden olan Xq delesyonlar1 q13-q28 arasindaki bolgeyi kapsamaktadir. Bulgular da bu
kromozomal bdélgenin normal ovaryum fonksiyonu ig¢in kritik Oneme sahip oldugunu
gostermektedir. Bu hipotez, Xq21-27 ve Xq26-qter bolgerinde kalitimsal farkli delesyonlari
tastyan POY’lu kadinlar iizerinde yapilan ailesel ¢aligmalarin sonuclariyla desteklenmistir
(Krauss ve dig., 1987; Veneman ve dig., 1991; Tharapel ve dig., 1993). Davison ve dig.
(1998) tarafindan yapilan calismada POY hastas1 olan proband (ailede ilk teshis konulan)

kadin ve annesinin Xq26.2 delesyonu tasidig1 tanimlanmustir.
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POY fenotipinin ortaya ¢ikmasina yonelik, ovaryum gelisimi ve/veya oogenezde rol alan pek
cok genin dengeli translokasyon sonucu calismaz hale gelmesi seklinde agiklamalar
mevcuttur (Sala ve dig., 1997). Ovaryum disgenezi (gelisim anormalligi), biiyiik cogunlukla
XO genotipine sahip kadinlar ile Xq kolunda biiyiik delesyon bulunan kadin bireylerde
tanimlanmistir. Xq-otozom translokasyonuyla iligkili POY’da da benzer durum bildirilmistir
(Schmidt ve Du Sart, 1992). Kromozomdaki yapisal degisim, normalde her iki X
kromozomunda aktif olan genin (ya da genlerin) fonksiyonel a¢idan hemizigot olmasina yol

acarak yliksek dozaj gereksinimini ortaya ¢ikarmaktadir (Sala ve dig., 1997).

Marozzi ve dig.’nin (2000) yer aldig1 ¢aligmada Xq delesyonu, potansiyel POY nedenleri
arasinda en 6nemlisini olusturmaktadir. Analizi yapilan tiim vakalarda yeniden diizenlenen X
kromozomunun inaktivasyona ugradigr saptanmistir. POY’a neden olan bu durumun
molekiiler mekanizmasi temel olarak, delesyona ugrayan bolge igerisinde yer alan genlerin
“haploid diizeydeki yetmezligi ve X inaktivasyonundan kacis1” olarak agiklanmaktadir. POY
olusumunu etkileyen diger bir faktor olarak da, normalde X inaktivasyonundan kagan Xp
lizerinde yer alan genlerin “dozaj etkisi” ve translokasyona ugramis otozomal segmentlerin
belirli dokularda “tamamlanmamis inaktivasyonu” sayilmaktadir (incomplete inactivation)

(Marozzi ve dig., 2000a).

2.4.1.1. POFI Bélgesi (Xq26.2 — g28, OMIM: 311360)

POY sendromlu hastalarda 20 yili askin siireyle X kromozomunun uzun kolunda belirlenen
kiiciik delesyonlar, X kromozomunda uzun kolun wu¢ kisminda bulunan insan
folikiilogenezinden sorumlu bir bdlgenin varligini ortaya c¢ikarmistir (Xq26-qter), (Fitch ve
dig., 1982). 6 POY hastasinda problarla yapilan molekiiler delesyon analizinde POF1 bolgesi
X(q26.2-g28 araliginda belirlenmistir (Marozzi ve dig., 2000a). POFI dizisinin 22 Mb

boyunda ve dizi analizine gore 190 gen igerdigi bilinmektedir.
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FMRI1 geni (Frajil X Mental Retardasyon 1), Xq27.3’de yer alan en 6nemli POF1 aday
genidir (Sullivan ve dig., 2005). 38 kb boyunda ve 17 ekzondan olusmus 4.4 kb’lik transkripti
kodlar. Terminal ekzonlarin alternatif kirpilmasiyla FMR1 protein (FMRP) izoformlari
olusturulur (O’Donnell ve Warren, 2002).

Martin-Bell sendromu ya da marker X sendromu olarak da adlandirilan frajil X (kirilgan X)
sendromunun altinda yatan neden, Xq27.3 gen bolgesinde bulunan ailevi mental retardasyon
(FMRI) geninde olusan bir degismedir (Sala ve dig., 1997). Hastalardaki klinik bulgular
arasinda otizm, dikkat eksikligi sendromu (ADD /ADHD), hiperaktivite bozuklugu, bag doku
bozukluklar1 ve konviilziyonlar sayilabilir. Mozaizm durumunda da benzeri degisiklikler

goriilmekle birlikte bunlardaki bulgular daha hafiftir ve daha zor taninirlar (NICHD, 2004).

Frajil X sendromu, FMRI geninin ekzon 1’ deki 5’ anlatim yapmayan bolgede (5° UTR),
CGG Ticlii niikleotid tekrarindaki artisla meydana gelir (Verkerk ve dig., 1991; Brown, 2002).
Normal bireyler genellikle 5-54 arasinda ii¢ niikleotid tekrarina sahipken, tam etkilenmis
bireyler >200 CGG tekrarina sahiptirler. Frajil X premutasyon allelleri, 55-200 arasindaki
CGG tekranyla tanimlanir ve gelecek nesillerde tekrar sayisinin artisiyla tam mutasyona
dontisme riski tasir. Bir nesilde tam mutasyona dontistiigii bilinen en kii¢iik CGG tekrar sayisi

59 olarak bildirilmistir (Nolin ve dig., 1996; Sherman, 2002).

POY’lu 147 hasta tarandiginda tam mutasyonlu hastaya rastlanmamisken, 6 kadinin
premutasyonlu oldugu saptanmistir (Sherman, 2000). Premutasyon tasiyicisi kadinlarin
yaklasik %20’sinde POY meydana geldigi gosterilmistir (Schwartz ve dig., 1994; Allingham-
Hawkins ve dig., 1999). POY genel populasyonun ~%1’inde goriiliirken, POY’lu kadinlarda
yapilan FMRI taramasi sonucunda ~%6’sinin premutasyon ig¢in pozitif oldugunu ortaya
koymustur (Giovannucci Uzielli ve dig., 1999; Marozzi ve dig., 2000b). Premutasyonlu
kadinlarda yapilan c¢alismalarda, POY gelismeden onceki donemde FSH diizeylerinde artis
saptanmistir (Braat ve dig., 1999; Murray ve dig., 2000b). Premutasyonlu kadinlarin POY igin
yiiksek risk tagidiklarindan aile planlamasi i¢in kapsamli ve zamaninda genetik danisma
almalarinda fayda vardir. Tiip bebek segenegini deneyecek aileler i¢cin yumurta rezervi
azalmis kadinlarda preimplantasyon genetik tan1 (PGT) gii¢ ve kimi zamanda imkansiz

olabilmektedir (Hagerman, 2002). Hundscheid ve dig. (2000) de ¢alismalarindan elde edilen
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ilk wverilere gore POY’lu premutasyon tasiyicisi kadinlarda premutasyonun babadan
kalitildigi, Vianna-Morgante ve Costa (2000) ve Sherman (2002) derlemesinde yer alan

verilere gore de anne ve babadan kalitimin POY ile iligkili olduguna yer verilmistir.

FMRI1 gen anlatimi caligmalari, premutasyon araligindaki CGG artiglarinin premutasyon
tagiyicilarinda gen anlatiminin bozulduguna kanit olusturmaktadir (Sekil 2.5). Frajil X
Sendromunun klinik agidan siddeti, periferik kan lenfositlerindeki FMR1 protein (FMRP)
degerlerindeki diisiisle iliskili bulunmustur (Tassone ve dig., 1999). Tam mutasyon araliginda
(>200 CGG tekrar1), azalan protein diizeyinin ( ya da protein yoklugu) FMRI genindeki
hipermetilasyon ve sessizlesmesi sonucunda gerceklestigine inanilmaktadir (Oberle ve dig.,
1991; Pieretti ve dig., 1991). Premutasyon araliginda ilging olarak azalan FMRP diizeyine
ragmen, FMRI gen transkripsiyonunda azalma goriilmez (Sekil 2.5.). Tam tersine
premutasyon araliginda mRNA diizeylerinde artis gozlenmektedir, ozellikle erkeklerde
premutasyon orani normalden iist diizeye ciktikca (>100 CGG tekrarlarinda) 5-10 kat artis
gostermektedir (Tassone ve dig., 2000b). Artan mRNA diizeyine karsin FMRP azalisi,
translasyon etkinligindeki azalmanin oncelikle protein diizeyindeki azalmadan sorumlu
oldugunu, bu durumun artan mRNA diizeyinin transkripsiyonda dengeleyici uyaran rol

oynadigini gostermektedir (Tassone ve dig., 2000b).
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Sekil 2.5: Normal, premutasyonlu ve tam mutasyonlu bireylerde FMR1 gen anlatim modelleri
(Hagerman, 2002).

CGQG tekrarlart sar1 renkte gosterilmistir. Premutasyon araliginda; artan mRNA diizeyine ragmen, FMRP diizeyinde azalig goriilmektedir.

Translasyondaki (gen anlatimi) kusurun ¢ikis noktasi tam olarak bilinmemekle birlikte, FMR1
mRNA’s1 5’UTR bolgesinde yer alan artmis CGG tekrarlarindan kaynaklanabilecegi tahmin
edilmektedir (Ashley ve dig., 1993). Artis gosteren CGG tekrarlarinin kararli bir yapi
olusturarak translasyonun baslamasin1 bloke edebilecegi yoniinde goriisler vardir. Nitekim
tetrahelikal CGG tekrarlari, DNA oligomerlerinde gozlenmistir (Weisman-Shomer ve dig.,
2000). Bununla birlikte in vivo 5’UTR bdlgelerinde benzer yapilarin olustuguna ya da artis
gosteren CGG tekrarlarinin ribozomal birimlerin (subunit) hareketini bloke ettigine yonelik

direkt kanit bulunmamaktadir.

Her 250 kadindan ve her 800 erkekten birinin Frajil X premutasyonunun tasiyicist oldugu,
tam mutasyon goriilme sikligmin ise kadinlarda 1/4000-6000, erkeklerde 1/3600 oldugu
diistintilmektedir (Fast ve Abrams, 2006). Bu durumda, nedeni bilinmeyen POY olgularinin,
FMRI geni i¢in tastyict olma olasilig1 1/50 olarak hesaplanmaktadir. POY olan ve ailesinde
POY oykiisii olan kadinlarda bu olasilik 1/15°e kadar ¢ikmaktadir (Bussani ve dig., 2004).

Frajil X premutasyonu, sporadik olarak da ortaya cikabilir (Bussani ve dig., 2004). Frajil X
premutasyon genini tasiyan kadinlarin % 20-28’inde POY goriiliir ve bu olgularin yardime1
tireme tedavilerine verdikleri yanit iyi degildir. Bu kadinlar, ayrica, tam mutasyonlu ¢ocuklara
sahip olma riskini tasirlar. Frajil X tam mutasyonu olan kadinlarda POY sik olmamakla

birlikte, erken menopoza girme egilimi s6z konusudur (Fast ve Abrams, 2006).

46,X,delX(q26) karyotipine sahip POY ailesinde yapilan molekiiler kirilma noktas1 analizine
gore iic aday POY geni daha aydinlatilmistir: Heparan Siilfat 6-O-Siilfotransferaz 2
(HS6ST2), Transkripsiyon Faktor DP Ailesi, tiye 3 (TDPF3), Glipikan 3 (GPC3) (Davison ve
dig., 2000).
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HS6ST, heparan stilfatin N-siilfoglukozamin alt birimi 6. pozisyonuna 3’-fosfoadenozin 5’-
fosfosiilfatdan siilfat transferini katalizler. Heparan siilfat proteoglikanlar1 (HSPG) hiicre
yiizeyinde ve ekstraseliiler matriksde her zaman mevcuttur. Heparin bagh biiylime faktorleri,
ekstraseliiler matriks bilesenleri, proteaz inhibitorleri ve lipoprotein lipaz gibi farkh
proteinlerle etkilesim halindedirler. HSPG hiicre gelisimi, ¢ogalma, farklilasma, adezyon,
migrasyon gibi morfolojik diizenlemede ve viral enfeksiyon, kan pihtilasmasi gibi fizyolojik

durumlarda da rol alir (Davison ve dig., 2000).

Heparan siilfat, fibroblast biiylime faktorlerinin reseptorlerine ve diger biiyiime faktorlerine
yiiksek afinitede baglanabilmesi i¢in gereklidir. Farkli siilfotransferazlarin, morfolojik
diizenlenmeyi ve hiicre biliylime faktorlerini etkileyerek heparan siilfatin uygun yapisini
bozdugu (etkiledigi) varsayilmaktadir. Yumurtalikta fazlasiyla gerekli olan folikiiler biiyiime
faktorlerinin, HS6ST geninin bloke edilmesiyle inhibe oldugu ve heparan siilfat ligandina

baglanmasini etkiledigi diisiiniilmektedir (Davison ve dig., 2000).

Proteoglikanlarin siilfiirlenmesinin (sulfation) 6nemli rolii Drosophila oositinde gosterilmistir
(Sen ve dig., 1998). HS6ST’ye benzer bir enzimin folikiil hiicrelerinde anlatimi yapilir,
oositin olusum mekanizmasi ve embriyonik polaritede énemli rol oynar. Insan oositinde de
benzer rol, HS6ST tarafindan gerceklestirilir. HS6ST geni, Drosophila geni egl ile
karsilastirildiginda bu genin oosit mikrotiibiil polaritesinde gerekli oldugu ortaya ¢ikmustir.
Immiinopresipitasyon calismalari, egl proteinin oosit farklilasmasindan embriyo aksisinin
belirlenmesine kadar oogenezin tiim agamalarinda oositte lokalize oldugunu gostermektedir

(Mach ve Lehmann, 1997).

HS6ST geni POF1 lokusunda kirilma noktasina yakin yerde tanimlanmis 6nemli aday POY
genlerinden biridir. HS6ST geni, dort ekzondan olusmaktadir ve delesyonlara ilaveten
translokasyonlarla da aktivitesi engellenebilir. Bunun disinda, fertilitede énemli rolii olan ve
Drosophila oositlerinde siilfotransferaz aktivitesi kanitlanan Drosophila egl geniyle giicli

benzerlik gostermektedir (Davison ve dig., 2000).

Glipikan 3 (GP(C3), glipikan ailesinin bir iiyesidir, 500 kb boyutunda 8 ekzondan olusan bir
gendir ve insanda Xq26 da yer aldigi FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) yontemiyle
haritalanmistir (Pilia ve dig., 1996; Shen ve dig., 1997). GPC3 anlatim1 embriyoda yiiksek
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miktarda yapilirken yetiskinlerin kolon ve yumurtali§inda sinirlandirilmistir. GPC3’iin MCF-
7 meme kanseri hiicrelerinde in vitro kosullarda apoptozu tesvik ettigi ve yumurtalikta timor
supresor olarak rol aldig1 gosterilmistir (Lin ve dig., 1999). Bununla birlikte GPC3’{in normal

yumurtalikta apoptoz diizenlenmesinde yer aldigina yonelik kanit bulunmamaktadir.

GPC3 genindeki mutasyonlar “Simpson dysmorphia sendromundan (SDYS)” sorumludur ve
X’e bagl resesif olarak kalitilir (Simpson ve dig., 1975). Bu sendromun fenotipik etkileri;
normal zekayla birlikte genel olarak kisa boylu tiknaz goriiniim, genis ¢ikintili ¢ene yapisi,
genis burun kopriisii, biiyiik dil, kiiciik el ve parmaklar ya da ileri seviyede yarik damak,
kardiyak anomaliler, mental retardasyon goriiliir. Ovaryum tizerindeki etkileri bakimindan,
hastaliktan etkilenmis disi bireyler iizerinde yapilan calismada herhangi bir yan etkiden
bahsedilmemistir (Pilia ve dig., 1996). GPC3 mutasyonu bakimindan heterozigot olan bir
annenin ovaryumunda kusurlu gelisim bozuklugu saptanmamistir, fakat bu vakada daha
sonradan erken menopoz gergeklesip gergeklesmedigi bilinmemektedir (Golabi ve Rosen,
1984). GPC3 POFI lokusu i¢inde yer alan multi-ekzonlu bir gen olmasina ragmen, POY

olgulu vakalarda GPC3 mutasyonuna bagl fenotipik karakterler gériilmemektedir.

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

[lk olarak paternal kaynakli dengeli translokasyonla 46,X,t,(X;6)(q13.3-21;p12)
tanimlanmistir (Powell ve dig., 1994). Molekiiler ¢aligmalarla POY hastalarinda X- otozom
translokasyonlarinin kirilma noktalarinin haritalanmasiyla Diaphanous Homolog 2 (DIAPH?2)
(Bione ve dig., 1998), Dachshund Homolog 2 (DACH?2) ve Premature Ovarian Failure, 1B
(POF1B) (Bione ve dig., 2004) “POF2 aday genleri” ortaya ¢ikarilmistir.

DIAPH? geni, Xq22 de yer alir ve 1 Mb boyutundadir. Alternatif kirpilmalar ile iki protein
izoformu olusur. Drosophila’daki homolog Diaphanous genindeki delesyon, spermatogenez
ve oogenezi etkiler ve meyve sineginde infertiliteye yol agar. Bu yiizden, insan DIAPH2
genindeki hasarin POY sendromuyla iliskili oldugu diistiniilmektedir. Dengeli X-otozomal
translokasyonlarini tasiyan hastalarda, inaktivasyon oncelikle normal X kromozomunu etkiler.
POY fenotipinin, kirilma noktas1 pozisyonuna bagli oldugu diistiniilmektedir. DIAPH?2 geni
gibi Xq21-q22 bolgesindeki spesifik genlerdeki bir hasar sonucu gen anlatimi ancak normal X

kromozomu tarafindan yapilir (Bione ve dig., 1998).
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DIAPH?’nin insanda normal ovaryum gelisimi ve fonksiyonu i¢in 6nemli genlerden biri
oldugu ileri stiriilmektedir (Bione ve dig., 1998). Drosophila’daki diaphanous (dia) geninin
insandaki homologu olan DIAPH? geninin translokasyonla bloke oldugu vakaya ait rapor,
ailesel POY ile iligkilendirilmistir (Philippe ve dig., 1993; Sala ve dig., 1997). Ayn1 genomik
bolgede dengeli X;12 translokasyonunun oldugu kirilma noktas: (46,X,t[X;12][q21;p1.3]),
ailesel POY hikayesi olan hasta BC’de FISH teknigiyle gosterilmistir (Sekil 2.6) (Sala ve dig.,
1997). Hasta BC’de 17 yasinda sekonder amenore gelismistir. Annesinde de aym
kromozomal degisim mevcut olup, 32 yasinda prematiir menopoz tanis1 almistir. Tani
konuldugunda anne ve kizinda yiiksek miktarda gonadotropin ile normal X kromozomunda

inaktivasyon saptanmistir (Philippe ve dig., 1993).

Sekil 2.6: Hasta BC’ye ait metafaz 6rneginde FISH uygulamasi (Sala ve dig., 1997).

Prob olarak PAC dJ263K1 kullanilmistir. Normal ve derivatif kromozomlar okla gosterilmistir. Kromozomlar 4,6-diamidino-2-fenilindol ile
boyanmustir.

DIAPH? geninde kirilma noktasinin son intronda meydana geldigi haritalanmistir.
Translokasyon sonrasinda, derivatif X kromozomu iizerindeki DIA geninin 12. kromozomdan
gelen dizilerle birlesmis olabilecegi ve farkli bir protein sentezlenebilecegi ongoriilmektedir.
Yumurtaliklardaki DIA ekspresyonunun bu tip posttranskripsiyonel kontrollere bagl
olabilecegi ve regiilator motiflerdeki kaybin, oosit ve ovaryum olgunlasmasi yolunda

degisikliklere yol acgabilecegi diisiiniilmektedir (Bione ve dig., 1998).
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Genis hasta grubu iizerinde yapilan mutasyon analizi ¢alismalari, DIAPH2 geninin ovaryum
gelisiminde 6nemli rolii oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢aligmalar POY hastalar1 arasinda
DIAPH? genindeki mutasyon sikliginin belirlenmesine de yardimci olmaktadir. Drosophila
dia’sinda oldugu gibi insan DIAPH2 geni de testisde genel olarak testise 6zgiidiir. Kisir
erkeklerde yapilan mutasyon analizinde dia’nin Drosophila da yaptig1 kisirlik etkisini insanda

DIAPH? nin gergeklestirdigi goriilmiistiir (Bione ve dig., 1998).

POFIB ve DACH?2 genleri, Xq21’den sentromere dogru yerlesim gosteren 700 kb’lik bir
bolgede bulunurlar. POF 1B, 17 ekzondan olusur ve genomik DNA’da 100 kb boyutundadir.
DACH?2, 11 ekzondan olusur ve genomik DNA’da 700 kb yer kaplar (POFIB: Gene-ID:
79983, Locus: “HUGO Gene Nomenclature Committee” (HGNC): 13711; DACH?2: Gene-ID:
117154, Locus: HGNC: 16814).

Her iki geninde POY’lu hastalarda X-otozomal translokasyonuyla diizenlerinin bozuldugu
bulunmustur (Riva ve dig., 1996; Prueitt ve dig., 2002). Bu genlerin tahmin edilen islevleri;
POFI1B’nin erken yumurtalik gelisimi boyunca anlatim yaptigi, DACH2’nin de folikiil
farklilagmasi siireci boyunca anlatim yaptigidir (Bione ve dig., 2004). Molekiiler genetik
mutasyon analizleri POY fenotipinde DACH2’ nin varligi kanitlanmistir (Mumm ve dig.,

2001; Prueitt ve dig., 2002); fakat POF'IB heniiz gosterilmemistir (Bione ve dig., 2004).

Disi folikiilogenez genleri X kromozomu {izerinde yogunlagmis olup, mutasyon durumunda
POY sendromu nedenlerinden olabilmektedir. Disi esey kromozomu; yumurtalik
fonksiyonunu tesvik eden fizyolojik silire¢ olan “folikiilogenez” ve esey hiicresi olgunlasma
siireci “oogenez” (embriyo gelisiminde ve dollenmeye hazir, olgun oositin olusmasini

saglayan siire¢) i¢in dnemli role sahiptir (Fassnacht ve dig., 2006).
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2.4.2. TGF- B (Transforming Growth Factor- ) Gen Ailesi

Yumurtalik fonksiyonu koordinasyonunda “hipotalamus-hipofiz-ovaryum” gibi endokrin
sisteme 1ilave olarak folikiilogenez ve oogenez siireglerinde folikiil ¢evresindeki otokrin ve

parakrin diizenlenmesi de 6nem tagimaktadir.

Folikiilogenez ve oogenez siireglerindeki pek ¢ok anahtar diizenleyicilerin anlatimi oosit ve
graniil hiicrelerinde yapilir, bu diizenleyiciler Transforming Growth Factor- (TGF-p) ailesi
tyeleridir (Juengel ve McNatty, 2005). 35 iyeli aile; activin / inhibin, TGF-p, Bone
Morphogenetic Protein (BMP), Growth Differentiation Factor (GDF) alt ailelerinden olusur
(Chang ve dig., 2002).

Bu iiyelerin pek ¢ogu insanda folikiilogenez siirecinde 6nemli biyolojik role sahiptir. POY’da

rolii oldugu diigiiniilen en 6nemli genler; BMP15, GDF9 ve INHo’ d1r.

BMP15 geni GDF9B olarak da adlandirlir. iki ekzondan olusur ve Xp11.2’de yer alir (Dube
ve dig., 1998). BMP15 gen anlatimi erkek ve disi gonadlarinda siirhidir. BMP15 proteini
biiyiik primer folikiillerdeki oositler icinde lokalize olur, heniiz kiiciik primer folikiiller icinde
yer aldig1 goriilmemistir (Aaltonen ve dig., 1999). Oositlerdeki BMP15 proteinin iiretimi,
folikiil gelisimiyle birlikte artis gosterir (Otsuka ve dig., 2000).

BMP15, primer folikiillerde anlatimi1 yapilan oosit tiirevli bir faktordiir. Koyunlarda X’e bagh
olarak belirlenen BMP15 mutasyonunun disi fertilitesinde 6nemli bir faktdr oldugunu ortaya
cikarmistir (Galloway ve dig., 2000). BMP15 de dozaj etkisi mevcuttur, heterozigot bireylerde
ovulasyon oraninda artisa bagl olarak cogul gebelikler gelisirken homozigot mutantlarda
folikiil gelisimi primer asamada durdurulmaktadir. BMP15’in rolii tam olarak acgiklanmamis
olmasina ragmen, sigan graniil hiicrelerinde FSH reseptor ekspresyonunu baskilayarak FSH

etkisini degistirdigi gosterilmistir (Otsuka ve dig., 2001b).

Yumurtalikta BMP sinyal yolunun 6nemine yonelik, BMP reseptorlerinde mutasyon analizleri
ve fonksiyon kaybi c¢alismalart yapilmistir. BMPRIB kusurlu farelerde yapilan calismada
BMPRIB sinyal yoklugunun infertiliteye yol a¢tig1 gosterilmistir (Yi ve dig., 2001).
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Insanlarda BMP15 geninin, oogenez iizerindeki etkisi iki kiz kardeste tanimlanmistir. Normal
karyotipli (46,XX) olan kiz kardeslerin, hipoplastik gonadlara ve primer amenore’ye sahip
olduklar1 belirtilmistir. Bir heterozigot varyant da BMP15 geninde Tyr-235-Cys tek aminoasit
degisikliginin etken ajan oldugu diisiiniilmektedir. Etkilenmemis anne BMPI5 genomik
dizisini genel populasyondaki gibi tasirken, saglikli baba mutasyona ugramig varyanti
hemizigot olarak tagimaktadir (Di Pasquale ve dig., 2004). BMP15 geninin fonksiyonu sadece
disi esey hiicresiyle smnirli olmayip, iliskili gonad dokularda da anlatimi yapilmaktadir

(Fassnacht ve dig., 2006) .

GDF9 geni, iki ekzon tarafindan kodlanir ve 5q23.3’de yer alir. Farelerde, Gdf9 geni
primordiyal folikiiller hari¢ folikiilogenezin tiim asamalarinda oositlerde anlatim yapmaktadir
(McGrath ve dig., 1995). Gdf9 knockout disi farelerde sadece primordiyal ve primer folikiiller
gelistiginden kisirlik goriiliir. Folikiil olgunlagsmasindaki agamalarin kayb1 gostermektedir ki,
GdfY sekonder folikiillerin gelisimi i¢in gerekli anahtar genlerden birisidir (Dong ve dig.,
1996).

GDF9’un iretimi oositlerde yapilir. GDF9 geninde yapilan hedeflenmis delesyon
caligmalarinda, teka hiicrelerinin organizasyonunda aksama, normal olmayan oosit biiyiimesi
ve graniil hiicre ¢ogalmasinda azalma gibi nedenlerle primer folikiil asamasinda
folikiilogenezin bloke olmasiyla sonuglanir (Dong ve dig., 1996). Vitt ve dig. (2000)

tarafindan yapilan ¢calismada GDF9’un erken folikiil gelisimindeki rolii kanitlanmistir.

Son caligmalar gostermektedir ki, GDF9 ve BMP15 proteinleri memelilerde graniil hiicrelerin
gonadotropinle  indiiklenen  farklilagmasinin ~ ve  proliferasyonun  (¢ogalmanin)
diizenlenmesinde folikiilogenez boyunca birlikte calisan biiylime faktorleridir (McNatty ve
dig., 2005).

Yumurtalikta GDF9 ve BMP15 mRNA ve proteinleri pek ¢ok canli tiirlinde 6zellikle oositte
bulunmasi, oositin GDF9 ve BMP15 i¢in primer kaynak oldugunu gostermektedir (Juengel ve

dig., 2002; Wang ve Roy, 2004).

Bugiine kadar c¢alisilan tiim memeli tiirlerinde, GDF9 ve BMPI15’in biiyiimekte olan
folikiillerde oositlerde lokalize olmasi, bu biiylime faktorlerinin memelilerde folikiiler

gelisimin dlizenlenmesinde merkezi role sahip oldugunu gostermektedir. Buna ilaveten
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BMPI15’in degil ama GDF9’un baz1 tiirlerde folikiil olusumunda rol alabilecegi
sOylenmektedir (Juengel ve McNatty, 2005).

TGF-B ailesi ¢ok sayida yapisal olarak iligkili polipeptidlerden olusur (Massague, 1998).
Hiicre soyunda c¢ogalma, farklilasma, adhezyon, hareket ve apoptoz gibi pek ¢ok aktivite
yoniinden etkileyebilirler. TGF- B ailesinden ¢ogu liyenin in vitro ¢alismalarda folikiiler
hiicreleri ve in vivo folikiilogenezi etkiledigi gosterilmistir (Richards, 2001; McNatty ve dig.,
2002).

Aktivin, yamurtalikta en ¢ok calisilan TGF-[3 ailesi iiyesidir. Radyoaktif isaretlenmis aktivinle
yapilan ¢aligmalarda ovaryum siklusu tiim asamalarinda sican graniil hiicreleri lizerinde ve
gelismekte olan folikiillerde teka hiicrelerinde aktivin baglanma boélgeleri gosterilmistir
(Woodruff ve dig., 1993). Bununla iligkili olarak da aktivin reseptor mRNA’lar1 sigan, insan
ve fare yumurtaliklarinda degisik gelisim asamalarinda belirlenmistir (Sidis ve dig., 1998;
Peng ve dig., 1999; Drummond ve dig., 2002b).

Inhibin a geni (INHa) 2. kromozom (2q33- q ter) iizerine yerlesmis iki ekzon igerir. Inhibin,
granill hiicreleri tarafindan tretilir. Diger TGF-f ailesi iiyelerinin aksine inhibin endokrin
etkiye sahiptir, dolasimda serbest birakilarak hipofiz 6n kismindan FSH salgilanmasini

baskilar (Findlay, 1993).

Inhibin, disi tireme siklusunun en énemli diizenleyicilerinden birisidir. Bir a alt birimi, bir de
2 adet B alt biriminden (BA ya da BB) birini igerir. B alt birimine bagl olarak protein Inhibin
A ya da Inhibin B olarak adlandirilir. Inhibin proteini, hipofiz FSH sekresyonunu azaltarak
yumurtalik graniil hiicrelerinde iiretilir (Halvorson ve DeCherney, 1996). Inhibin, biiylime ve

farklilagma faktorii olarak da rol oynar (Findlay ve dig., 2002).

POY’lu hastalarda /NHa dizisi mutasyon i¢in tarandiginda gen dizisine gore ikinci ekzonda
polimorfizm saptanmistir (769 G—A). G—A degisimiyle 257. pozisyonda alaninin treonine
doniistiigli bolge, INHa proteinin oldukca korunmus dizisi igerisinde yer alir (Shelling ve dig.,

2000).
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Klinik semptomlar1 ortaya ¢ikmamis pre-menopozlu kadinlarda, yumurtaliktaki folikiillerde
yeterli azalma olana kadar kan serumundaki inhibin diizeyi azalmaya devam eder. Bu yiizden,
Inhibin yumurtaliktaki folikiil kapasitesini belirlemek i¢in “serum markir1” olarak

kullanilabilir (Burger ve dig., 2002).

2.4.3. POY Sendromunda Diger Onemli Insan Folikiilogenez Genleri

AIRE geni (Autolmmune Regulator gene), 14 ekzondan olusur, genomik DNA’da 11.9 kb’lik
alanda bulunur, 21. kromozomda (21q22.3) yer alir (Nagamine ve dig., 1997).

Insanda AIRE proteininin, ¢ok sayida dokuda nukleusta lokalize oldugu bulunmustur. Bu
durum, gen transkripsiyonunda diizenleyici olarak rol aldigini diisiindiirmektedir. Farelerde
yabani tip Aire proteini gii¢lii transkripsiyon aktivatorii olarak rol almaktadir (Bjorses ve dig.,
1999; Bjorses ve dig., 2000). Ayrica PHD (Plant Homeo Domain) tipi ¢inko parmak
motifleriyle E3 ubikitin ligaz fonksiyonu gorerek ubikitin proteazom yolunda da yer alir

(Uchida ve dig., 2004).

AIRE genindeki mutasyonlar APECED’e (otoimmiin poliendokrinopati-candidiasis-
ektodermal distrofi) yol acar. Klinik olarak ticlii patolojiyle karakterize edilebilir:
hipoparatiroidizm, primer adrenokortikal yetmezlik ve kronik mukokiitan6z kandidiyazis
(KMK) (Ahonen ve dig., 1990). Bu hasta grubunda ovaryum yetmezliginin goriilme sikligt
%60 tahmin edilmektedir (Ahonen ve dig., 1990).

DAZL geni (Deleted in AZoospermia Like geni), 10 ekzondan olusur ve 3. kromozomda
(3p24) yer alir. 2. kromozomdaki (2q33) BOULE ve Y kromozomunun uzun kolundaki
(Yql1.23) DAZ ile birlikte “DAZ gen ailesini” olusturur. Bu genler; korunmusluk gosteren,
RNA’ya baglanan protein ailelerini kodlar. Esey hiicrelerinde spesifik olarak anlatim yaparlar

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

Fare modellerinde, erkek ve disi homozigot Dazl knockout farelerin kisir oldugu
gosterilmistir (Ruggiu ve dig., 1997). Embriyonik ve ergenlik oncesi yumurtaliklarda, Dazl
proteini oosit sitoplazmasinda ve graniil hiicrelerinde bulunmustur. Yetiskin folikiillerdeki
lokasyon, oosit olgunlasmasiyla iiretilen zona pellusida ile iliskilidir. insanlarda, DAZL

mRNA’s1 testis ve ovaryum dokularinda ¢ok miktarda bulunmasina ragmen; kalp, karaciger,
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beyin gibi diger dokularda bulunmaz (Dorfman ve dig., 1999). Protein; primer, sekonder,
tersiyer folikiillerdeki oosit sitoplazmasinda (Dorfman ve dig., 1999; Nishi ve dig., 1999) ve
korpus luteum’da ortaya ¢ikar (Pan ve dig., 2002).

Bu yiizden DAZL geninin disi ve erkekte esey hiicresi gelisiminin erken agamalarinda rol
oynadigr disiiniilerek, yoklugunda patolojik POY fenotipine yol agabilecegi ileri
stiriilmektedir (Fassnacht ve dig., 2006).

DBX geni (DEAD-Box 3, X-linked gene), 17 ekzondan olusur ve X kromozomunun kisa
kolunda yer alir (Xp11.23-p11.3) (Park ve dig., 1998).

Biiyilik protein ailesi olan DEAD-box proteinlerinin iiyesidir. Bu proteinler, ATP baglama
domeni gibi fonksiyonel olan korunmus dizi motifini Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD) iceren RNA
helikazlardir (Rocak ve Linder, 2004). Hiicresel RNA metabolizmasinin her siirecinde yer
alirlar: transkripsiyon, kirpilma, ribozomal biyogenez, RNA eksportu ve translasyon.
Insanlardaki tiim DEAD-box RNA helikazlar1 DDX gen ailesi sembolii altinda kategorize
edilir ve her spesifik DEAD-box geni farkli bir numarayla bulunur (Abdelhaleem ve dig.,
2003).

DBX geni yliksek korunmusluk gosterir, mayadan insana kadar homologlari bulunmustur.
Drosophila, kurbaga, zebrafish ve fare disi esey hattinda DBX homolog genlerinin anlatim
yapmast, bu fonksiyonun korunmus oldugunu géstermektedir (Olsen ve dig., 1997; Johnstone

ve dig., 2005).

Insan DBX geninin de insan folikiilogenezinde fonksiyonel rol oynadigi diisiiniilmektedir.
POY gibi disi fertilitesinin bozuldugu durumlarda, DBX delesyonu ya da disi esey hatti

fonksiyonunu bozan gen mutasyonundan soz edilebilir.
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FOXL?2 geni (“Forkhead”-Transkripsiyon Faktor Benzeri 2), 3. kromozomda (3q23) yer alir.
Tim Okaryotlarda bulunabilen “Forkhead” proteinleri, omurga ve embriyonik doku
gelisiminde &nemli rol oynar. Insanda simdiye kadar 20’nin iizerinde “forkhead” proteini

kesfedilmis olup, islev bozukluklari ¢esitli timor etiyolojisinde yer almaktadir (Prueitt ve

Zinn, 2001).

FOXL2nin POY ile iliskisinin arastirildig ii¢ calismada; 220 POY sendromlu hasta FOXL?2
mutasyonlart i¢in taranmis, fakat herhangi bir gen mutasyonu saptanmamistir (De Baere ve

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

FSHR geni (Folikiil Uyarict Hormon Reseptor), FSH reseptoriinii kodlar ve 2. kromozomda
yer alir (2p21-p16). 10 ekzondan olusur ve genomik DNA’da 54 kb boyutundadir (Gromoll
ve dig., 1996). FSHR proteininin 7 adet trans-membran segmenti icerdigi diisiiniilmektedir.
Ayrica disi ve erkek iireme siklusunun kontroliinde en énemli hormonlardan biri olan FSH’a

baglanir.

FSHR genindeki mutasyonlar, prematlir ovaryum yetmezligini de iceren fizyolojik
fonksiyonunda cesitli degisikliklere yol agar. FSHR bozuklugunun derecesine bagli olarak
mutasyonlar primer ya da sekonder amenore (adet kesilmesi) ile sonuglanabilir ve sekonder

cinsiyet karakterlerinin gelisiminde degisikliklere yol agabilir (Aittomaki ve dig., 1996).

GALT geni (Galaktose-1-Fosfat Uridiltransferaz), 9. kromozomda (9p13) yer alir (Kondo ve
Nakamura, 1984). 11 ekzondan olusur ve yaklasik 4kb uzunlugundadir (Flach ve dig., 1990).
GALT enzimi, galaktoz-1-fosfat ve glukoz-1-fosfat arasinda uridin monofosfat transferiyle

karsilikli doniistimii katalizler.

GALT  genindeki  mutasyonlar  galaktozemiye yol acar. Besinden  galaktoz
uzaklastirilmadiginda biiyiime ve mental retardasyon ile karakterizedir. Galaktozemi’ye yol
acan 150’den fazla GALT geni mutasyonu rapor edilmistir. Bunlarin i¢inde POY sendromu
olusumuyla en iligkilisi homozigot mutant genotip Q188R / Q188R’dir. Galaktozemili pek
cok kadinin POY gelistirmede yiiksek risk tasidigina yonelik raporlar mevcuttur (Guerrero ve

dig., 2000).
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USPIX geni (Ubikutine 6zgii proteaz 9, X-linked), X kromozomunda DBX geni yaninda yer
alir (Xp11.4) ve ubikutin-6zgii proteaz kodlar (Jones ve dig., 1996).

USPI9X proteini ubikutin uzaklagtiran, substrat spesifik sistein-proteazlardir ve hiicre siklusu,
apoptoz ve sinyal iletim yollar1 gibi pek ¢ok hiicre ici siireci kontrol eden hiicresel ubikutin

metabolizmasinin diizenlenmesinde yer alir (D’ Andrea ve Pellman, 1998).

DBX geni gibi USP9X geni de X kromozomunda X inaktivasyonundan kacan Xpll1.4
bolgesinde yer alir (Jones ve dig., 1996). Bu ylizden bu iki genin Turner-sendromu

patogenezinde kritik rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Fassnacht ve dig., 2006).

FOXO03 geni (Forkhead box O3), 6q21 bolgesinde yer alir (Hillion ve dig., 1997; Anderson
ve dig., 1998). FOXO3 geni farkli bir forkhead domeni ile karakterize olan forkhead
transkripsiyon faktorii ailesi {iyesidir. Programli hiicre Oliimiinde Onemli genlerin

ekspresyonunu saglayarak apoptozun baslamasinda rol alir (Brunet ve dig., 1999).

POY vakalarinda yapilan biyopsi ¢aligmalarinin pek cogunda primordiyal folikiillerin azaldig:
bulunmustur (Board ve dig., 1979; Russell ve dig., 1982). Oosit apoptozu (Tilly, 2000) ve
folikiil baslangici olarak da bilinen (McGee ve Hsueh, 2000), primordiyal folikiil aktivasyonu
(PFA) mekanizmalar1 primordiyal folikiillerin azalmasinda goérev alan fizyolojik siireglerdir.
Gerek oosit apoptozu gerekse de PFA, menopoz oncesi siirecte devam eder. Bir kadinin
yasam siirecinde bu mekanizmalarda olusan kusurlar kiimiilatif (birikerek artan) etki yaratarak
primordiyal folikiillerin sayisin1 ve dolayisiyla menopoz yasimi etkiler (Gallardo ve dig.,

2008).

Forkhead transkripsiyon faktorii Foxo3’lin, primordiyal folikiil aktivasyonunda diizenleyici
rol oynadig1 gosterilmistir (Gallardo ve dig., 2008). Castrillon ve dig. (2003) tarafindan
fareler {lizerinde yapilan c¢alismada Foxo3 fonksiyon kaybinin dogumdan birkag¢ giin ig¢inde
PFA neticesinde POY’a neden oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, insan ortolog
FOXO3’tindeki (aminoasit diizeyinde %95 benzerlik gosterir) mutasyon ya da dogal meydana
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gelen polimorfizmlerle POY’a ve menarsdan 6nce primordiyal folikiil tiiketimiyle iligkili olan

primer amenoreye neden oldugu olasiligini arttirmaktadir (Timmreck ve Reindollar, 2003).

Diego Castrillon ve dig. (2003), fertiliteyle iligkili genlerden Foxo3a ile fareler iizerinde
yaptiklar calisma sonucunda Foxo3a’nin folikiillerin kontrol altinda tutulmasinda rol aldigin
gostermesi, POY’lu kadinlarin daha yiiksek oranda folikiiler aktivasyona sahip

olabileceklerini diistindiirmektedir (Sekil 2.7.).

normal Foxo3almutant

Sekil 2.7: Foxo3a mutant ve normal farelere ait yumurtaliklar (Castrillon ve dig., 2003).

Sagdaki Foxo3a igermeyen yumurtaliklarda fazla miktardaki folikiiller nedeniyle siskinlik gériilmektedir.

NOBOX (yenidogan yumurtalik “homeobox” gen) oosite 6zgli bir “homeobox” geni olup
folikiilogenezin erken asamasinda kritik role sahiptir ve sendromik olmayan ovaryum
yetmezligi i¢in aday genlerden birisidir. insanda 7. kromozom iizerinde 7q35 de yer alir.
Insan yumurtaliklariyla ¢aligma pek miimkiin olmadigindan ovaryum gelisimine yonelik
bilgilerin ¢ogu hayvan modelleriyle yapilan calismalardan elde edilmektedir (Pangas ve
Rajkovic, 2006). Fareler lizerinde yapilan knockout ¢alismalari ve koyunlarda dogal yolla
meydana gelen mutasyonlar ovaryum yetmezligine yonelik aday genlerin belirlenmesinde

onemlidir (Shiina ve dig., 2006; Bodin ve dig., 2007).

Insan ve farelerdeki NOBOX geninin anlatimi 6zellikle oositlerde yapilir ve homeobox

transkripsiyonel regiilatorii kodlar (Suzumori ve dig., 2002; Huntriss ve dig., 2006). Yetiskin
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insan dokularindaki o&zellikle de insan gonadlarindaki NOBOX anlatimi, farelerdekiyle
benzerlik gdsterir (Huntriss ve dig., 2006). insan yumurtaligindaki anlatim oosite dzgiidiir,
primordiyal folikiillerden metafaz II oositlerine kadar gozlenir. Farelerde NOBOX
homeodomeninin TAATTG ya da Gdf9 (MIM 601918), PouSfl (MIM 164177) gibi
elementlere baglandig1 gosterilmistir (Choi ve Rajkovic, 2006).

2.5. ARRAY-TEMELLI CGH (aCGH) TEKNOLOJISI

Geleneksel sitogenetik analizi, mikroskobik kromozomal degisimlerin belirlenmesine olanak
vermistir (Caspersson ve dig., 1968; Trask, 2002). Floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve
diger molekiiler metodolojilerin gelismesiyle submikroskobik degisimlerin saptanmasi
miimkiin olabilmistir (Sekil 2.8.) (Prooijen-Knegt ve dig., 1982). Buna ilave olarak
gelistirilmis olan karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) yontemi, iki farkli genomu
DNA  kopya sayisi farkliliklarma gore karsilastirma temeline dayanmaktadir. Ilk
gelistirildiginde CGH analizi i¢in substrat olarak normal metafaz kromozomlar1 kullanilmistir
(Kallioniemi ve dig., 1992). Daha sonraki c¢alismalarda CGH metodu, kromozomal
dengesizliklerin saptanabilmesi i¢in biliyiik genomik klonlardan olusturulan mikroarraylere
(aCGH) uygulanmistir. Array CGH, geleneksel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik
tekniklerin iizerinde avantajlara sahiptir (Shaffer ve Bejjani, 2004). aCGH ydnteminde, analiz
icin hedef olarak kiiciik DNA segmentlerinin yer aldig1 array lamlari kullanilir (Lucito ve dig.,
2003). Bu mikroarrayler kii¢iik miktarlardaki DNA 6rneklerinin (problarin), cam gibi kat1 bir
yiizeye belirli sirada sabitlenmesiyle olusturulur. Problarin boyutlar ilgilenilen bolgeye gore
degismekle birlikte, 25-85 baz ciftinden olusan oligonukleotidlerin yer aldig1 oligoarrayler ve
80,000-200,000 baz ciftinden olusan bakteriyal yapay kromozomlarin yer aldigi genomik
arraylere kadar ¢esitlilik géstermektedir. Rezoliisyon derecesi, prob boyutu ve genomda DNA
problar1 arasindaki mesafeyle degerlendirilir. Kullanilan problar, metafaz kromozomlarindan
onemli 6l¢iide kiiciik boyutlarda oldugundan teorik agidan da aCGH, rezoliisyon bakimindan

geleneksel CGH’e gore listiinliik tasir (Theisen, 2008).
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Sitogenetik Molekiiler Sitogenetikk (FISH)

Rutin kromozom

o =

bantlama &
'..'.
~3-10Mb ~40-100kb
Tiim genom perspekiifinde analiz Belirgin olarak daha yiiksek (l/
olanadi saglar, ancak rezoliisyonu rezoliisyonda analiz olanagi saglar,
limitlidir ve analiz bncesi wzun ancak valmzca hedeflenen helirli sayida
kiiltiir ve hazirhk asamalan gen lokuslar: aym anda giizlenehilir.
gerektirir. Tiim genom perspektifi soz konusu

degildir. Maliyeti viiksekiir.

Sekil 2.8: Geleneksel Sitogenetik ve Molekiiler Sitogenetik yontemlerin karsilastiriimasi.

2.5.1. Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon (CGH) Yontemi

Sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemlerin dayandigi teknolojiden kaynaklanan bazi
sinirlamalart  ortadan kaldiracak bir molekiiler genetik/sitogenetik yontem olarak
“karsilagtirmali genomik hibridizasyon” (CGH) ortaya ¢ikmistir (Kallioniemi ve dig., 1992).
CGH yo6ntemi, hem klasik sitogenetik yonteminin sahip oldugu tim kromozomlar1 bir arada
inceleyebilme, bagka bir deyisle tiim genom perspektifinde analiz 6zelligini daha detayli bilgi
sahibi olunacak sekilde gelistirmekte, hem de FISH yonteminin kullandigi floresans
isaretleme ile FISH kadar detayli olmamakla birlikte anomali saptanan kromozom bdlgesinin

yeri hakkinda daha net bilgi verebilmektedir.

CGH yonteminde, arastirilan 6rnege ait DNA (test DNA) ile normal oldugu bilinen bir DNA
ornegi (referans DNA) farkli renklerde florokromlarla isaretlenerek yine normal oldugu

bilinen insan kromozomlar1 (metafaz plaklar) tizerine birlikte hibridize edilmektedir. 72 saat
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stiren hibridizasyon siiresini takiben floresan mikroskop ile 6nce metafaz plaklar: bir goriintii
analiz sistemi yardimiyla kaydedilmekte, sonra bu metafaz plaklarindaki kromozomlar 6zel
bir CGH yazilimi aracilifiyla siraya dizilmektedir. Her bir kromozom iizerindeki, olmasi
gereken karisim renkten florokromlardan birisi lehine sapmalar ayni yazilim tarafindan
degerlendirilerek o kromozom bdlgesine ait test DNAsindaki kopya sayis1 artis
(amplifikasyon) ya da eksilmesini (delesyon) gostermektedir (Sekil 2.9.) (Weiss ve dig.,
1999).

Ayni sonucun degerlendirilen diger metafaz plaklarinda da gdzlenmesi bulgunun dogruluk
degerini yiikseltmektedir. Ancak klasik CGH yontemi zorlugu ve degerlendirme kriterlerinin

giicliigii nedeniyle pratik uygulamada yayginlasamamastir.

-
|

TEL KL
s

CGH yazlim ile yan
ototnatik analiz

Test we teferans DM A'lar farklh renlderde
florokiomlatla igaretlemir ve batlikte nosmal

msan kromozomlar [ metafaz plaklar )
dzetitie hibtidize edilir.

Sekil 2.9: Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH)

(Tim genom odlceginde kopya sayis1 degisikliklerini saptamaya yarayan bir tekniktir ancak FISH kadar hassas degildir ve daha zor bir
uygulamadir.)

CGH yonteminin artilarin1 daha da gelistiren, hassasiyet ve 6zgiilliiglinii artiran, uygulama ve
degerlendirme zorluklarini ise azaltan bir yontem olan MikroArray CGH yontemi iizerinde
caligmalar tiim diinyada siirmekle birlikte bugiin gelinen nokta itibariyla su teknolojik

karsilastirma yapilabilir:
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e Her iki yontem de tiim genom perspektivinde inceleme olanagi saglamaktadir.

e Her iki yontemde de test ve referans DNA lar farkli renklerde florokromlarla
isaretlenmektedir.

e (CGH yonteminde hibridizasyon normal insan metafaz plaklar {izerine yapilirken,
MikroArray CGH yonteminde bu islem 6zel olarak tasarlanmis ve arzu edilen DNA
pargalar1 arzu edilen sayilarda spot edilmis array’ler tizerine yapilmaktadir.

e CGH yonteminde hibridizasyon siiresi 72 saat iken MikroArray CGH yonteminde 16
saattir.

¢ CGH yonteminin analizinde bir floresan mikroskop ve gerekli filtrelere, bir kamera ve
goriintii analiz sistemine ve CGH analiz yazilimima gereksinim vardir. MikroArray
CGH i¢in yalnizca bir mikroarray tarayiciya ve mikroarray analiz yazilimina ihtiyag
vardir.

e CGH yontemini dogru analiz edebilmek i¢in 0Ozel egitimli personele, metafaz
plaklarindan kromozomlar1 dogru olarak dizmeye, pek ¢ok metafaz plagini ayr1 ayri
degerlendirip sonra tiim sonuglar1 karsilastirmaya yani saatler siiren bir analiz siiresine
gerek vardir. MikroArray CGH yonteminin degerlendirilmesi tam otomatik olarak

yapildigindan 6zel egitime ihtiya¢ gostermedigi gibi analiz siiresi dakikalarla sinirlidir.

2.5.2. Array CGH Yontemi

CGH yontemi, zorlugu ve degerlendirme kriterlerinin gili¢liigii nedeniyle pratik uygulamada
yayginlagamamistir. Gilinlimiizde hem daha hizli sonug alinabilen, hem de analiz agamasinin
tam otomatik olarak gerceklestirilebildigi MikroArray CGH yontemi arastirmacilarin

caligmalarini yogunlastirdiklar1 bir yontem olarak ortaya ¢ikmustir.

Delesyon ve duplikasyon gibi kromozom anomalileri, normal gen dozajindaki dengesizlikten
dolay1 spesifik ve kompleks fenotiplerle sonuglanir. Rutin kromozom bantlamasi 5-10
Mb’dan kiiciik kromozomal degisimleri belirlemede yeteri kadar hassas degildir. CGH, test
ornegi ile kontrolii DNA igerik farkliliklarina gore karsilastirarak tiim genomu taramak icin
gelistirilmistir (Jeuken ve dig., 2002). Son zamanlarda, hibridizasyon i¢in hedef olarak boyutu
biiyik DNA pargali genomik klonlar1 (Bakteriyal yapay kromozomlar1 / Pl yapay
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kromozomlar1) (BACs/PACs) ya da daha kii¢iik PCR f{iriinlerini iceren DNA mikroarrayleri
gelistirilmistir (Kraus ve dig., 2003).

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

dengesizliklerin yiiksek c¢oziiniirliikkte belirlenmesine olanak tanmiyan giliglii bir yeni

teknolojidir. Farkli isaretlenmis test ve kontrol DNA’larinin genomik klonlart igeren bir

mikroarray tizerine birlikte hibridize edildigi bir yontemdir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10: A. BAC/PAC array iiretimi, B. Uretimi yapilan arrayde aCGH ¢alismas1 (Shaffer ve
Bejjani, 2004).
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Array-temelli CGH (array CGH); yiiksek kapsamli, ¢ok yiiksek ¢oziiniirliik, hassasiyet ve hiz
gibi  Ozelliklerinden dolayr gerek geleneksel CGH gerekse de giinlimiizdeki tani
metodlarindan daha avantajlidir (Bruder ve dig., 2001). Array CGH, BAC ya da PAC gibi
harita bilgisi olan boyutu biiylik DNA par¢ali genomik klonlar1 kullandigindan, degisiklikler
dogrudan genetik markirlara baglanabilir ve genomik ¢oziiniirliikk, markirlar (target, hedef)
arasindaki harita mesafelerinden ya da kullanilan klonlarin boyutlarindan saptanabilir (Pinkel

ve dig., 1998).

Array CGH, cesitli tiimor Orneklerinin genomik profilinin olusturulmasinda basarili bir
sekilde kullanilmistir (Wilhelm ve dig., 2002). Array CGH uygulamasina yapisal kromozom
anormalliklerinin tek kopya delesyon ya da duplikasyonlar halinde gosterilmesinde
basvurulmustur (Veltman ve dig., 2002). Bununla birlikte, array CGH teknolojisi hala
gelismekte olan ve metodolojiyle iligkili bazi yaklagimlarin heniliz ¢6ziilemedigi bir

teknolojidir.

2.5.3. Kopya Sayis1 Degisiklikleri, “CNV” (Copy Number Variations)

Kopya sayist degisimi (CNV), referans bir genomla karsilagtirildiginda degisken kopya
sayisina sahip, 1 kb’dan uzun DNA segmenti seklinde tanimlanir (Feuk ve dig., 2006;
Freeman ve dig., 2006). Baslangicta klinik olarak énemsiz oldugu diisiiniilen CNV, hastaliga
doniisme etkinligi olan CNV’ye doniisebilir. Bu yiizden mikrodelesyon ve mikroduplikasyon
sendromlarina neden olan dengesizliklerde kullanildig1 gibi (Lee ve Lupski, 2006), hasta ve
normal kontrol ¢alismalarinda kopya sayis1 farkliliklarinin  tanimlanmasinda da

kullanilmaktadir (Scherer ve dig., 2007).

Array CGH wverisi analiz edilirken, klinik sitogenetik¢iler CNV’yi “benign” (zararsiz),
patolojik ve klinik onemi bilinmeyen CNV seklinde siniflandirirlar. Genomik dengesizlik
klinik olarak etkilenmis bir bireyde ve saglikli aile iiyelerinden birinde saptanmigsa “benign”
CNV olarak degerlendirilir. Mikrodelesyon ya da mikroduplikasyon sendromlariyla iliskili
kritik bolgelerle ¢akisan (ya da klinik 6nemi olan subtelomerik bolgelerle ¢akisan) CNV’ler
“patolojik” olarak adlandirilmaktadir. Genomik bir degisikligin patolojisini belirlemedeki
kriter, standart kromozom bantlama ya da array CGH analizleriyle degerlendirilebilmektedir

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

Bu c¢alisma kapsaminda, POY ile iligkili genleri tasiyan BAC / PAC (Bakteriyal Yapay
Kromozom / P1 faj1 tiirevli Yapay Kromozom) klonlarinin temin edilerek kiiltiir ortaminda
secici besiyerlerinde ¢ogaltilip, ilgili klonlardan DNA izolasyonunun yapilmasi, izole edilen
DNA’larin PCR yontemiyle ¢ogaltilip konsantrasyonunun spektrofotometrik ve florometrik
olarak hesaplanarak esit miktarlarda 6zel mikroarray lamina baskilanmasi yer almaktadir.
Sonraki asama ise test 6rneklerinden izole edilen genomik DNA ile referans DNA’nin farkli
renkteki florokromlarla isaretlenerek ilgili BAC / PAC klonlarindan izole edilen DNA’lar1
iceren mikroarray lami iizerinde hibridizasyonu ve son olarak bilgisayar ortaminda c¢esitli
analiz programlari ile floresan sinyallerin tanimlanmasi ve sonucun yazilim programi ile

yorumlanmasini igermektedir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: POY’a 6zgii aCGH kit gelistirilmesine yonelik ¢alisma plani

2009 2010
Yiiriitiilecek Faalivetler 121|234 5 (6789|1011
Literatiir taramnass
BAC/PAC klonlarimn sipansi
Tarmsmlama, Tasarm, ve termini

Modelleme - -
Eimyasal ve sarf malzemelerin

temini

BAC/PAC klonlanmn kaltiir

ortammda gogaltilmas:
BAC/PAC Klonlanndan Elonlardan plaznut DN A

Plazmit DNA Izolasyonu
ve Total Genom
Amplifikasyonu (WGA)

izolasyonu

DM A’ lann ¢ogaltilmas: (PCR)
DN A konsantrasy onurmn
PicoGreen viéntemiyle
hesaplammas:

DN A konsantrasy onurmn
egitlenerek mikroamay
lamlarma spotlanmas
Mikroamay lamlarma Array CGH yéntaminin
Yazdinma optmizasyonu

Yikama soliisyomu ve
hibridizasyon tamponu
optmizasyonu

Uriin sonlandimma Prototip kitin olugturulmas:




42

3.1. POY TANISINA YONELIK MIKRODIZIN BAZLI KARSILASTIRMALI
GENOMIK HiBRIDiZASYON KiTi TASARIMI VE GELISTIRILMESI

3.1.1. Kullamilan Hiicre Soyu ve Genomik Klonlarin Temini

Literatiir aragtirmasi sonucunda POY ile iligkili oldugu belirlenen gen ve gen dis1 bolgelere ait
biiyiik DNA parcalarin1 iceren BAC / PAC klonlar (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), ATL

R&D Laboratuvari, Paris den temin edildi.

Siparisi verilen BAC / PAC klonlari, “Children’s Hospital Oakland Research Institute”
(CHORI) laboratuvarlarinda Kazytoyo Osoegawa ve Minako Tateno tarafindan olusturulan
genomik klon kiitiiphanelerinde, “Roswell Park Cancer Institute” (RPCI) koleksiyonunda yer
almaktadir (Tablo 3.2). DNA ornekleri EcoRI kesim bolgesinden pBACe3.6 vektoriine (Sekil
3.1.A) klonlanmis DH10B™ E.coli hiicrelerine transformasyonu yapilmis ve 384 kuyucuklu
mikroplaklarda kiitiiphane olusturulmustur (http://www.chori.org/bacBAC/home.htm).

Tablo 3.2: BAC ve PAC klon koleksiyonunun olusturulmasina ait genel bilgi

Klonlanan ortalama
Eaynaloinean} Veldtr DNAhoywiu Konak organizma

REPCE1]1 BAC lon pEACeSE 174 kb DHIOE

Brcan ededs beam b bivresi
(1-1152, 34 hrpuoddi mibaopd: )

EP PAC kon Jaihiiphanesi
EPCL] plak e 1-321
FEPCL3S plak no: 322528 poYPACE ~]115kh
EPCL4 plak no: 525-E16
EPCL5plak no: 817-1200
{Busar erbels b

EPCL& plak no: 1-240 pPACd 135 kk
(s bodm bara )
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ol (2278
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HindII (4708

LOXP

PCYPACIN

18764 bp

EcoRI (5733)
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. W
Hotl {19466)
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HindII {19346}
THFATT E.COLI

I-SCEl Y( HandIm(57)
LOXPE1 ST PUC-LINK
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THI03 SPE
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HindIIl [3743)
HindII (4197
PBR322-5EQ

‘ SW40-PROMOTER

PRACA

“HindII (4851)
19500 bp

BLS (Blasticidin-S-Methylase)
‘Hidlll(5332)

SWAD-POLYA

EcoRI{8327)
LAMEBEDA cos

HCWY-Promoter

! e LORG

HindlII [749%)
P1 Plasmid Replicon
HindIII (11475} EcoRI[3439)
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‘HindIIT {10229

Sekil 3.1: A) pBACe3.6 vektorii, B) pPCYPAC2N vektorii, C) pPAC4 vektorii (Invitrogen, USA).

pBACe3.6 klonlar1 kloramfenikol antibiyotigine direncglidir. Klonlar, 12,5 pg kloramfenikol /
ml iceren LB ortaminda iireyebilirler. pPAC4 ve pCYPAC2 klonlar1 da kanamisin

antibiyotigine direnglidir. Klonlar, 25 pg kanamisin / ml igeren LB ortaminda {ireyebilirler.

Transformasyonda, transformasyonun sadece elektroporasyonla yapilabildigi, ElectroMAX™
DH10B™ (Invitrogen) E. coli hiicreleri kullamlmistir (Calvin ve Hanawalt, 1988; Dower ve
dig., 1988). mcrA genotipik markir1 ve merBC, mrr delesyonu tagimasi, bu irki metilsitozin
ve metiladenin iceren DNA’nin klonlanmasi i¢in uygun hale getirmistir (Raleigh, 1988;

Woodcock ve dig., 1989).

DH10B™ Genotipi: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAMI15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK \- rpsL nupG
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3.1.2. BAC/ PAC Klonlarimin Kopyalanmasi

Steril kosullar altinda, 96 kuyucuklu mikroplaga, ilgili antibiyotigi (12,5 pg/ml
Kloramfenikol, 70 pg/ml Kanamisin) iceren 75 pul Luria-Bertani (LB) besiyeri (Tablo 3.2) her
kuyucuga ¢ok kanalli pipet ile konuldu. -80°C deki ana klon stogunu igeren mikroplak kisa
siireli santrifiij yapildi. Klonlarin kopyalanmasinda kullanilan replikatér, ii¢ kez absolii
etanole batirilip alevden gegirilerek steril edildi. Steril edilen replikator ile BAC / PAC
klonlarmi igeren mikroplaktan, LB + antibiyotik karisimini iceren mikroplaga ekim yapildi.

Ekim yapilan mikroplak 37°C deki calkalayicida bir gece boyunca inkiibasyona birakildi.

3.1.3. Hiicrelerin Zengin Besiyeri Ortamina Alinmasi

3.1.3.1. 2 ml lik Kiiltiir Hazirligi (Maxi prep.)

Bir gece 37°C de inkiibasyona birakilan mikroplak, mikroplak calkalayicidan alinarak +4°C
ye kaldirildi. Gozlenen bulanik sar1 renk iiremenin gergeklestigini gosterdi. Ureme degeri
mikroplak okuyucuda (spektrofotometre) 490 nm dalga boyunda 6l¢iim alinarak belirlendi. 2
ml lik (96 kuyucuklu) mikroplak, ilgili antibiyotigi (12,5 pg/ml Kloramfenikol, 70 pg / ml
Kanamisin) iceren TB (EZMix Terrific Broth, SIGMA) ile dolduruldu (Tablo 3.3). +4°C ye
kaldirilmis olan mikroplak alinarak 3000 rpm ye kadar kisa siireli santrifiij edildi. Replikator
3 kez %100 (v/v) liik etanol ve atesten gecirilerek steril edildi ve laminar flow icinde
sogumaya birakildi. Replikatdr, bir giin dnce ekilen bakteri kuyucuklarina batirilip, TB +
Antibiyotik karigimini iceren 2 ml lik mikroplaga ekim yapildi ve 37°C deki ¢alkalayicida bir
gece boyunca inkiibasyona birakildi. Bir giin o6nce ekilen bakteri klonlarin1 igeren
mikroplakda her kuyucuga 75 pl %50 (v/v) lik gliserolden eklenip, pipetaj yapildi ve -20°C ye
kaldirildi.

Calismada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar (Tablo 3.3), 1,2 atm 121°C de 20 dakika
otoklavlanarak steril edildi. Antibiyotik soliisyonlar1 0,45 um milipor filtre ile steril edildikten

sonra uygun konsantrasyonlarda besiyeri ortamina eklendi.
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Tablo 3.3: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri ve soliisyonlar

Ad fgerigi
Lutia-Bertand Besiyeri (1 1) 10 g Tripton
5 g maya Gzt (¥ east extract)
10 g Hal
Antihiyotils, 400 ml LB igin: 200 pl Kloramfenikol (12,5 pfmd)

5.6 ml Kanamisin (70 pgfml)

Terrific Broth (200 m) 1 paket TB (EZMix Terrific Broth, Sigma)
500 ml distile su

%50 Fliserol (100 ml) 20 ml gliserol
50 ml distile su

3.1.3.2. Hiicrelerin Zengin Ortamdan Eldesi
37°C etiivde iireme gerceklesen mikroplak ile calismaya devam edildi. 3600 rpm de, +4°C de,
20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilarak oda sicakliginda

ters vaziyette 30 dakika kurumaya birakildi.

3.1.4. BAC / PAC Klonlarindan Plazmit DNA izolasyonu

96 kuyucuklu mikroplakda her kuyucuktaki pellet tizerine 100 pl Soliisyon I (Tablo 3.4)
eklenerek, soliisyonun pelletle siispanse olmas1 saglandi. Mikroplak, 65°C da su banyosunda
40 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 4000 rpm de 15 dakika santrifiij edildi. Pellete
hi¢ dokunmadan {ist stvi 2 ml lik yeni bir mikroplaga aktarildi. Her kuyucuga 250 pl %95
(v/v) lik etanol eklendi ve -20°C de 2 saat bekletildi. Siire sonunda 4000 rpm de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve pellet tizerine 250 pl %70 (v/v) lik etanol
eklendi. Kisa stireli santrifiij edilerek tist faz uzaklastirildi ve oda sicakliginda ters vaziyette
kurumaya birakildi. Her kuyuya 50 pl (tuz soliisyon + RNazA) karisimi eklendi (Tablo 3.4).
37°C lik su banyosunda 30 dakika bekletildi. Siire sonunda tizerine 125 pl %95 (v/v) lik
etanol ve 5 ul Amonyum asetat (7.5 M) eklendi ve -20°C ye kaldirild1.

Ertesi sabah, mikroplak -20°C den alinarak 4000 rpm de 30 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve her kuyuya 250 pul %70 (v/v) lik etanol eklendi. Alkolle yikama
gergeklestirildikten sonra etanol ortamdan uzaklastirildi. Mikroplak, 37°C lik etiivde 2 saat
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bekletildi. Siire sonunda her kuyuya 50 pl steril distile su eklenip, DNA’nin ¢éziinmesi i¢in 1
gece +4°C de bekletildi.

Tablo 3.4: DNA izolasyonu i¢in kullanilan tampon ve soliisyon igerikleri.

Soliisyon I ve Soliisyon II, 50 ml ye steril distile su ile tamamland1 ve 0.45 um por ¢apindaki enjektorlii miliporla filtre edildi.

Soliisyon A fperigi

Solisyon [(50 mh 100 mg Potasyam etil xanthogenate
5ml Tris-HCL (M) pH 7.5
1 ml EDTA (0.50) pH 2.0

204 g HaCl
Solisyon Il (50 ml) 16 ml HaCl(5MD)
(Tuz 3olisyorm) 500p] Tris-HCL(IM) pH 7.5

10 EDT A (0.5M0) pH £.0

Tuz Solisyorms + ENaz & karigini 5 mltuz solisyonu
25 plRHaz & (10mgfml)

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel hazirlanirken, jel kasetine tarak yerlestirildi. %1 (w/v) lik jel hazirlamak i¢in, bir
erlene 1 gr agaroz ve 100 ml 0.5X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) (Tablo 3.5) tamponu eklendi
ve mikrodalga firinda ¢oziildi. Yaklasik 60°C ye sogutularak, 10 pl Etidyum Bromiir (10
mg/ml) eklendi. Jel kasete dokiilerek, 30 dakika siire ile donmas1 beklendi ve sonra taraklar

cikarilarak i¢inde 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.

izole edilen DNA &rneklerinden 4 pl alindi, 3 pl 6x yiikleme tamponu (Fermentas) {izerine
eklenerek pipetaj yapildi ve hazirlanan jel kuyucuklarmma aktarildi. DNA 6rneklerinin
boyutlarinin belirlenebilmesi amaciyla, agirliklar1 bilinen bir DNA markirn (100 beg,
Fermentas) ile birlikte jele yliklendi. 120 V da yiiriimeye birakildi. Bu siire iginde, DNA
iceriginin agaroz jelde elektroforetik olarak ayrilmalar1 saglandi. Bromofenol mavisi, jelin 2/3

liik béliimiine ulagtiginda gii¢ kaynagi kapatilarak, jel UV transilliiminatorde incelendi.
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Tablo 3.5: Agaroz jel i¢in tampon igerigi.

Tampon Adr i(;erigi

TBE (10%) tampora (1 1t) 108 g Trizma-base, pHED
55 g Borik asit
2.3 gHaEDTA, pHED

03X TBE tampona(l 1E) a0 ml I0EXTRE
350 ml distile su

61 yikleme tampon 10 I Tris-HCL(pH 760
% 0.03 Bromofenol mavisi
% 003 ksilen siyvanol FF
% a0 glizerol
al mhd EDTA

3.1.6. BAC / PAC Plazmit DNA simin Cogaltilmasi

En az 1 gece + 4°C de bekletilen DNA iceren mikroplak, ¢alkalayicida 5 dakika calkalandi.
Calisilacak DNA o6rneklerinden 2 ser ul, 96 kuyucuklu 25 pl hacimli PCR mikroplaklarina
aktarilip kisa siireli santrifiij yapildi. Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplifikasyon Kiti (Tablo
3.6) (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) prosediiriine uygun olarak, Applied Biosystems
Gene Amp® PCR System 9700 model cihazda BAC / PAC plazmit DNA’s1 ¢cogaltildi (total
genom amplifikasyonu, “wga”). Kit’in 6nerdigi yonteme gore (Estaban ve dig., 1993; Lizardi
ve dig., 1998; Dean ve dig., 2001; Nelson ve dig., 2002), DNA ornekleri iizerine kit
igerisinde yer alan “Sample Buffer (6rnek tamponu)” dan 9 pl eklendi. Pozitif kontrol i¢in 10
ng/pl konsantrasyondaki lambda DNA’s1 (A DNA), negatif kontrol olarak da steril distile su
kullanildi. 95°C de 3 dakika DNA denatiirasyonu gergeklestirildi. Siire sonunda DNA
ornekleri buz lizerine alinarak, her 6rnek i¢in 9 ul Reaksiyon tamponu ve 1 ul GenomiPhi
enzim karigimindan olacak sekilde toplam 10 pl reaksiyon karisimi eklendi. 30°C de 2 saat
siire ile amplifikasyon gerceklestirildi (Tablo 3.7). Enzim inaktivasyonu i¢in 65°C de 10
dakika bekletildi ve +4°C ye sogutularak amplifikasyon reaksiyonu sonlandirildu.
Reaksiyonun gerceklesip gergeklesmedigini belirleyebilmek i¢in amplifikasyonu yapilmig
DNA ornekleri, kit igerisinde yer alan pozitif kontrol (A DNA’s1) ve negatif kontrol 6rnegi

icin %1 (w/v) lik agaroz jel elektroforezi yontemi uygulanda.
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Tablo 3.6: GenomiPhi V2 DNA Amplifikasyon Kiti i¢erigi.

Reaksiyon hilesenleri Mikiar (500 reaksiyvon)
Ornek Tampor (Sample Buffer) Sx09ml
Reaksivon Tamponu (Feaction Buffes) 309 ml
Enzim kangimi (Enzyme hix) Sx100 [
Eontrol DHNA (Lambda), 10 ngful 1x20pl

Tablo3.7: BAC / PAC Plazmit DNA’sinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR programu.

Program tiirii Derece ("C) Siire (dk)
Denatiirasyon ] 3
Baglansmas-Tzatma 30 120
Enzim inaktivasyonn 63 10
Sordandirma 4 o

3.1.7. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

3.1.7.1. DNA Konsantrasyonunun Spektrofotometrik Tayini

Izole edilen DNA ornekleri UV mikroplagi iginde belirli oranlarda sulandirilarak,
spektrofotometre cihazinda 260 nm dalga boyundaki Optik Dansite (OD) degeri belirlendi.
260 nm dalga boyunda okunan OD degeri, sulandirma katsayis1 ve DNA katsayist ile
carpilarak derisim pg/ml cinsinden hesaplandi (Maniatis ve dig., 1989). 260 nm / 280 nm
degeri, izole edilen DNA’nin safliginin bir 6l¢iisii olup, saf DNA i¢in bu deger 1.8 dir.

DNA (pg/ml) = A6 X Sulandirma oran1 X 50 (sabit ¢arpan)

3.1.7.2. DNA Konsantrasyonunun Florometrik Tayini

Spektrofotometrik yontemle elde edilen sonucglarin dogrulugunu konfirme etmek agisindan tek
zincirli niikleik asitlerin de bulundugu ortamda cift zincirli DNA’y1 pikogram diizeyinde
belirleme hassasiyetine sahip Quant-IT™ PicoGreen® dsDNA Kkiti (Invitrogen, Oregon, USA)
ile ¢aligma yapildi. Floresan mikroplag: i¢inde, kitte yer alan standart DNA’nin ve ¢alisilacak
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ornek DNA’larmin uygun sulandirimlari hazirlanarak Picogreen icin eksitasyon 480 nm,

emisyon 520 nm dalga boylarinda florometrik 6l¢iimii alindi.

Kitin 6nerdigi yonteme gore, TE tamponu (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5), Quant-
iT™ PicoGreen ajaninda DNA orneklerini sulandirmak amaciyla kullamldi. Kitte yer alan
20X TE tamponu; steril distile su ile 20 kat sulandirilarak 1X TE calisma soliisyonu
hazirlandi. Calismada kullanilacak PicoGreen ajam1 konsantre DMSO’nun 200 kat
sulandirilmasiyla hazirlandi. Miktar tayini yapilacak her bir DNA 6rnegi i¢in 100 pl final
hacim olacak sekilde 99,5 pl 1XTE igine 0,5 pl cift iplikli DNA’ya 6zgii PicoGreen ajani
eklendi. Calisma soliisyonu, folyoya sarili sekilde karanlik odada muhafaza edilerek 1siktan

korundu.

DNA standart egrisi olusturmak igin, Quant-iT™ PicoGreen kiti icinde 100 pug/ml olarak
bulunan Lambda DNA standartindan 2 pg/ml konsantrasyonda ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
1 ng/ml den 1 pg/ml ye kadar sulandirim yapilip 5 noktali standart egri olusturuldu (Tablo
3.8) (Sambrook ve dig., 1989).

Tablo 3.8: Standart egri olusturma protokolii

1xTE (pl) 2 pg/ml DNA stofFu (pl) Sulandmibmg Pico Green (pl)  Final DN A konsantrasyonu

0 100 100 1 pgfml
90 10 100 100 ngfml
99 1 100 10 ng/ml
99,0 0,1 100 1 ngfml
100 0 100 blank

3.1.8. Mikroarray Basinu Icin Optimum DNA Konsantrasyonu ve Spotlama
Tamponunun Belirlenmesi

Mikroarray baskilamasinda (spotlama) kullanilacak olan DNA 6rneklerinin  optimum
konsantrasyonunun ve optimum baskilama (spotlama) tamponunun belirlenmesi igin,
cogaltilmis ve DNA konsantrasyonu PicoGreen yontemiyle belirlenmis olan BAC / PAC
DNA’larindan rastgele secim yapilip esit konsantrasyona getirildi. DNA Ornekleri farkli
baskilama soliisyonlar ile karistirilip, final hacim 50 pl olacak sekilde 384 kuyucuklu
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mikroplaga 500 ng/ml, 1000 ng/ml ve 1500 ng/ml konsantrasyonlarda eklendi. Baskilama
tamponu olarak “CapitalBio DNA Spotting Buffer (Pekin, Cin)”, %50 DMSO
(dimetilsiilfoksit), 3XSSC (sodyum kloriir-sodyum sitrat) / %50 DMSO kullanildi.
“CapitalBio PersonalArrayer' "16 (Pekin, Cin)” mikroarray yazici kullanilarak 6zel
tasarlanmis mikroarray lami (CapitalBio OPAminoSlide™ ; Pekin, Cin) iizerine basilma
islemi gerceklestirildi. Basimi yapilan mikroarray lamlari, “CapitalBio LuxScan™ 10K

(Pekin, Cin)” Mikroarray Tarayici kullanilarak tarama islemi gergeklestirildi.

3.1.9. Mikroarray Lamina Basilan Spotlarin Kontrolii

Deneme amaclh iiretimi yapilan mikroarray lamlar1 mikroarray tarayicida taranarak
gorlntiileri .jpeg dosyasi olarak kaydedildi. DNA konsantrasyonuna bagli olarak, kullanilan
spotlama tamponunun miktarlarinda korelasyon oldugu belirlendi. Spotlar genel goriiniim,
boyut ve sekil agisindan degerlendirildi. Mikroarray lamlarinin basilma islemi sonrasinda
+80°C de bekletilmesinin ardindan uygun konsantrasyonlarda SDS (sodyum dodesil siilfat)
coOzeltisinden gegirilip es zamanl olarak alkol ve distile sudan geg¢irilip kurutuldu. Bu islem
sonrasinda CapitalBio LuxScan'"10K (Pekin, Cin) cihazinda tekrar tarama gerceklestirilip
goriintii kaydedildi. Yikama islemi sonrasinda spotlarin bulundugu boélgeler, siyah halka
seklinde gozlendi. Mikroarray tarayicidan elde edilen spot goriintiilerinin sadece baskilama
tamponuna ait olup olmadigimi gozlemlemek amaciyla DNA varligii belirlemeye yonelik

caligmalar yapildi.

3.1.10. Mikroarray Laminda Cift Iplikli DNA (dsDNA) Kontrolii

Mikroarray laminda, BAC / PAC klonlarina ait ¢ift iplikli plazmid DNA smin varligim
gbzlemleyebilmek amaciyla “Quant-IT™ PicoGreen® dsDNA kiti” (Invitrogen, Oregon,
USA) igerisinde yer alan PicoGreen ajan1 konsantre DMSO’nun 200 kat sulandirilmasiyla 30
pl hacimde hazirlanip, mikroarray lamina uygulandi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyon

stiresi sonunda distile sudan gecirilip kurutuldu ve mikroarray tarayicida taratildi.
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3.1.11. Mikroarray Lamindaki DNA nin Denatiirasyon Kontrolii

Cift iplikli plazmid DNA sinin varhigim1 dogrulamak amaciyla mikroarray lami1 kaynamis
distile suda 2 dakika bekletilerek lam tizerindeki DNA larin denatiirasyonu saglandi. Quant-
IT™ OliGreen® ssDNA kiti (Invitrogen, Oregon, USA) igerisinde yer alan OliGreen ajan,
PicoGreen yonteminde kullanilan aymi protokolle konsantre DMSO’nun 200 kat
sulandirilmasiyla 30 pl hacimde hazirlanip, mikroarray lamina uygulandi (Reyderman ve
Stavchansky, 1996; Gray ve Wickstrom, 1997). Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyon siiresi

sonunda distile sudan gegirilip kurutuldu ve mikroarray tarayicida taratildi.

3.1.12. Hedef DNA larin Mikroarray Lamina Basilmasi

Spektrofotometrik ve florometrik yontemlerle miktar tayinleri yapilan BAC / PAC klonlarina
ait DNA oOrnekleri, esit konsantrasyonda olacak sekilde hesaplamalar1 yapilarak 384
kuyucuklu mikroplaga aktarildi. DNA oOrneklerine 1000 ng/ml konsantrasyonda olacak
sekilde CapitalBio DNA Spotting Buffer (Pekin, Cin) ile sulandirim yapildi. CapitalBio
PersonalArrayer ™16 (Pekin, Cin) mikroarray yazici ile 6zel tasarlanmis mikroarray lami
(CapitalBio OPAminoSlide™ (Pekin, Cin)) iizerine basilma islemi gerceklestirildi. Basilma
islemi sonrasinda mikroarray lamlar1 80°C de 2 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda %
0,1 (w/v) SDS de 5 dakika, % 0,2 (w/v) SDS de 5 dakika ¢alkalandi. Oda sicakligindaki % 70
(v/v), %80 (v/v) ve % 100 (v/v) alkol serisinden 2 ser dakika gegirilerek dehidrasyon

saglandi. Lamlar kuruduktan sonra CGH ¢alismasinda kullanilmak iizere desikatore kaldirildi.

3.2. POY TANISINA YONELIK GELISTIRILEN MIKRODIZIN BAZLI
KARSILASTIRMALI GENOMIK HIiBRIDIZASYON KIiTi KULLANILARAK
MIKROARRAY CGH CALISMA PROTOKOLUNUN OPTIMIZASYONU

3.2.1. Referans DNA Orneklerinin Restriksiyon Enzimiyle Kesimi

Referans erkek ve kadin DNA si igin ticari olarak satilan “Human Genomic DNA: Male (224
pg/ml)” ve “Human Genomic DNA: Female (261 pg/ml)” (Promega, Madison, USA)
kullanildi. Ticari olarak elde edilen referans DNA orneklerine, isaretleme protokoliinden dnce
DNA fragmentasyonu i¢in enzim kesimi uygulandi. Bu amagla, 3 pg/ul DNA 6rneklerinin
kesimi i¢in HindIIl Restriksiyon Enzimi (Promega, Madison, USA) kullanildi. Kit’in 6nerdigi
yonteme gore (Old ve dig., 1975; Hung ve dig., 1991), 3 pg/ul DNA kesimi igin steril
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mikrosantrifiij tiipline son hacim 60 pl olacak sekilde sirasiyla; DNA miktariyla birlikte 51,9
pl ye tamamlanacak sekilde steril dH,O, 6 ul RE 10X Tampon, 0,6 pl Asetillenmis BSA
(Bovine Serum Albumine) (10 pg / ul), 3 pg / ul DNA eklenip pipetajla karistirildi ve 1,5 pl
Restriksiyon Enzimi (10 u / pl) buz iizerinde eklendi (Tablo 3.9). 60 pul son hacimdeki
karisima pipetaj yapilip kisa siireli santrifiij edildi. 37°C de 4 saatlik inkiibasyona birakild1.
Inkiibasyon sonrasinda DNA fragmentasyonunun kontrolii i¢gin 5 ul kesime ugratiimis DNA
ornegi 2 ul 6X yiikleme tamponuyla karistirthp %1 (w/v) lik agaroz jel elektroforez
sisteminde 120 V da yiiriitiildii.

Tablo 3.9: HindIII Restriksiyon Enzimiyle DNA kesim reaksiyonu.

Reaksiyon hilegenleri (1 pg/ pl DNA icin) Miktar (20 pl)
Sterd distile su 16,3 pl
RE 10X Tamponu 2pl
Asetillenmiz BAA 10 pzfpl 0,2 pl
DHA 1 pgfpl 1l
Restriksivon Enmimi, 10 u/pl 05p

3.2.2. DNA Orneklerinin Saflastirilmasi

Restriksiyon enzimiyle kesime ugratilan DNA O6rneklerinin saflastiriimasi “DNA Clean &

TM>s

Concentrator-5 (Zymo Research, USA) kitiyle yapildi (www.zymoresearch.com). Kit

prosediiriine gore, 1,5 ml lik mikrosantrifiij tiiplerinde kesime ugratilmis DNA 6rneklerinin 2
kat hacminde DNA Baglama Tamponu (DNA Binding Buffer) eklendi ve vorteks yapilarak
karistirildi. Karisim, kitte yer alan “Zymo-Spin™ igeren toplama tiipiine ( Collection Tube)
aktarildi. 10,000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi ve tiipte toplanan sivi uzaklastirildi. Kolona
200 pl Yikama Tamponu (Wash Buffer) eklenerek 10,000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi ve
yikama asamasi tekrarlandi. Kolon yeni bir 1,5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. 10 pl steril
distile su eklenerek 10,000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi. Ayni1 islem tekrar edilerek 1,5 ml
lik mikrosantrifiij tlipinde DNA Orneklerinin eliisyonu saglandi. Saflagtirllan DNA

orneklerinin konsantrasyonu, bdliim 3.1.7.2. de belirtilen prosediire uygun olarak PicoGreen



54

yontemiyle florometrik olarak belirlendi ve Mikroarray Karsilagtirmali Genomik

Hibridizasyon (aCGH) ¢alismasinda kullanilmak iizere konsantrasyon esitlemesi yapildi.

3.2.3. Kesime Ugratilmis Referans DNA larin Farkhh Renkteki Florokromlarla

Isaretlenmesi

Kars: cinsiyetlere ait referans DNA lar1 “BioPrime® DNA Labeling System (Invitrogen,
Carlsbad, CA)” isaretleme kiti kullanilarak, cyanine-3dUTP (Cyanine 3) ve cyanine-5dUTP
(Cyanine 5) ile ayr1 ayn isaretlendi (Feinberg ve Vogelstein, 1983; 1984). 200 ul lik PCR
tiiptine 0,15-2,0 ug genomik DNA eklendikten sonra total hacim steril distile su ile 25 pul ye
tamamlandi. 20 pl 2.5X Random Primer / Reaksiyon Tamponu eklendi. Reaksiyon karigimi
99°C de 10 dakika denatiirasyona birakildi ve siire sonunda 5 dakika buz tizerinde bekletildi.
Kisa siireli santrifiij yapilip, tekrar buz iizerine alindi. Ornekler buz iizerindeyken, 5 ul
cyanine isaretli nukleotid karisimi (erkek referans DNA 6rnegi i¢cin Cy3-dUTP, kadin referans
DNA ornegi i¢in Cy5-dUTP (Enzo Life Science, 1 mM stok) ve 1 ul Klenow Fragment
eklendi (Tablo 3.10). Tiipteki igerik karistiktan sonra kisa siireli santrifiij edildi. Reaksiyon
karigimi1 37°C de 4 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiipler buz iizerine alind1 ve
isaretleme reaksiyonunun verimliligini kontrol etmek i¢in %1 (w/v) lik agaroz jelde yiiriitmek
tizere mikrosantrifiij tiiplerine 5 pl 6rnek ayrildi. Geriye kalan reaksiyon karisimina 5 pl
Reaksiyon durdurma tamponu (Stop Buffer) eklendi ve kisa siireli santrifiij edildi. 72°C de 10
dakika inkiibe edilerek enzim inaktivasyonu saglandi ve 4°C ye sogutularak kisa siireli

santrifiij edildi.
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Tablo 3.10: “BioPrime® DNA Labeling System” ile isaretleme reaksiyonu.

Reaksiyon hilegenleri (0,15 - 2 pg 7 pl DN A igin) ferik
2.53% Random Primer / Reaksivon Tampong 125 mb Tris-HC1 (pH 6.8),
12.5 b M aCly,

25 mb 2-merkaptoetanol,
750 pg f ml oligodeoksiribonulde otid
primerler (random oktamerler).
Flenow Fragmerti (DHA Polimeraz | 30wl potasyom fosfat (pH 7.0 igerizinde
Bk Fragmenti) 40 I F pl Klenow Fragmenti,
100 mh KCL 1wl DTT, %650 (/) gliserol.

Duardurma Tampong 0.5M HasEDTA (pH 8.0)

3.2.4. Isaretlenmis DNA larin Coktiiriilmesi

Referans tiiplerindeki Ornekler, farkli renkte isaretli olan kendi test tiiplerine eklendi.
Karigima, Cot-1 DNA ve Salmon sperm DNA iceren 45 pl Hibridizasyon Tamponu I eklendi.
Her bir tiipe 12,9 ul, 5 M NaCl ve 130 pl oda sicakligindaki izopropanol eklendi, parmakla
vurularak igerigin karigmasi saglandi ve mikrosantrifiijde spin edildi. Tiipler 20 dakika dik
sekilde 1siktan korunarak muhafaza edildi. 14500 rpm de 4°C de 20 dakika santrifiij edildi.
Mor pellet olustugundan emin olunarak, siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklagtirildi. 500 pl
% 70 lik etanol eklendi ve 13200 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Etanol pipet yardimiyla
uzaklagtirildi ve 1siktan korumali bir sekilde tiiplin agz1 agik vaziyette 20 dakika bekletildi.
Pelletteki DNA ya, 5 pl nukleaz igermeyen steril distile su (aCGH suyu) eklendi. 37°C de 15
dakika inkiibasyona birakilarak pellet iizerinde ayr1 bir tabaka olusturan aCGH suyunun DNA

ile siispanse olmasi saglandi.
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3.2.5. isaretlenmis DNA nmin Mikroarray Uzerinde Hibridizasyonu
Formamid, 20X SSC, %1 (w/v) SDS ve diger bilesenleri i¢eren Hibridizasyon Tamponu II,

50°C de tamamen ¢ozdiiriilerek igerigin iyice karismasi saglandi ve 4000 rpm de 15 saniye
santrifiij edildi. Her tiipe 11,6 pl Hibridizasyon Tamponu II ve 5 pl isaretlenmis DNA 6rnegi
eklendi, icerigin karigmasi saglandi ve kisa siireli santrifiij edildi. Hibridizasyon reaksiyon
karigimi1 72°C de 10 dakika denatiire edildi ve siire sonunda buz iizerine alinarak 5 dakika
bekletildi. Ornekler 37°C de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siire tamamlanmadan
mikroarray lamlar1 kaynamis distile suda 2 dakika denatiire edildi. % 70 (v/v) (soguk), % 80
(v/v), % 100 (v/v) alkol serisinden gegirilerek son fiksasyon yapildi ve kurutuldu.
Hibridizasyon kasetinin i¢ine filtre kagidi konuldu, hibridizasyon siiresince nemli bir ortam
saglamak amaciyla 150 ul distile su ile 1slatildi. Array lami, barkod kismi yukariya bakacak
sekilde kasete yerlestirildi ve lizerine 16,6 pl lik hibridizasyon karigimi damlatilip lamelle
kapatildi. Hibridizasyon kaseti kapatilarak aliiminyum folyo ile kaplanmis sekilde hava
gecirmeyen, nemli bir kutu i¢inde 37°C de 16 saat inkiibasyona birakildi.

3.2.6. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Protokolii

Lamlar yikama kabinda tamamen siviyla kaplanacak sekilde yikama kaplarina lam basina 50
ml Yikama Tamponu 1, Yikama Tamponu 2, Yikama Tamponu 3, Yikama Tamponu 4
eklendi ve Yikama Tamponu 1 hari¢ digerleri 6n 1sitma yapilarak 50°C ye getirildi. Yikama
tamponlarinin igerikleri Tablo 3.11 de verildi. Dikey bir yikama kabinda, oda sicakliginda
Yikama Tamponu 1 i¢inde lamel uzaklastirildi. Lamlar, 50°C de 20 dakika Yikama Tamponu
2 ile calkalamal1 inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 50°C de 20 dakika Yikama
Tamponu 3 ile calkalamali1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Farkli bir yikama kabinda 50°C
de 10 dakika Yikama Tamponu 4 ile tekrarlanarak yikama islemi sonlandirildi. Lamlar 10
saniyeden fazla olmamak kosuluyla distile sudan gegirildi. Mikroarray santrifiij tiiplerine
yerlestirilen lamlar, 1700-2000 rpm ye kadar kisa siireli santrifiij edilerek lamlarin kurumasi

saglandi.
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Tablo 3.11: Hibridizasyon sonrasi yikama asamasinda kullanilan soliisyonlar.

Yikama Tamponlan Tampon icerigi (50 ml )
Vikama Tamponn | 2E33C, % 0,5 (w303
Vikatma Tamporn 2 2 B3EC, % 50 (v dedyordze forthamdd
Vikama Tampor 3 2 33EC, % 0,1 (v~ NP-40
Vikama Tampong 4 0,22 530

3.2.7. Tarayiaa ve Yazihm Kullanilarak Mikroarray Lamlarmin Taranmasi ve

Analizi

Hibridizasyon sonrasi yikamasi yapilip kurutulan mikroarray lamlari, LuxScan™ 10K
(CapitalBio) mikroarray tarayiciya yerlestirilip tek filtrede 6n tarama gergeklestirildi (pre-scan
asamasi). Kapali olan filtre agik konuma getirilerek kirmizi (635 nm) ve yesil (532 nm)
filtrelerde tarama (scan) yapildi ve goriintii .tiff dosyasi olarak kaydedildi. “Personal
Arrayer ™ 16 Mikroarray Yazic1” da olusturulan mikroarray lamina basilan spotlara ait veriyi
iceren .xlIs dosyast “LuxScan'™ 10K” cihazina yiiklendi. Uretici firma tarafindan saglanan
yazilim programi kullanilarak hibridizasyon goriintiisii ile array iizerindeki spotlara ait veri
birlestirildi. Her spota ait kirmizi ve yesil floresan sinyal orami hesaplandi ve floresan

oranlarina gore yorum yapildi.

3.3. POY TANISI ALMIS HASTA ORNEGININ GELIiSTIRILEN MiKROARRAY
KiTINDE UYGULANMASI

3.3.1. Test (hasta ya da kontrol) Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Hasta olur onay1 alinmig POY tanili hastadan EDTA’ tiipe alinan kan 6rneginden Qiagen,
“Gentra Puregene Blood Kit” ile izolasyonu yapilan DNA 6rnegi, kit igerisinde yer alan DNA
Hidrasyon soliisyonu igerisinde 2 pg/29,7ul konsantrasyonda “iGenomix, Ispanya”
Laboratuarindan temin edildi. E.M.P. adl1 33 yasindaki hastanin 18 yasinda adetten kesilmis
olmas1 ve yiiksek FSH degeri (96.4 IU/ml.) kriterleriyle calismaya dahil edilmesine karar
verildi. Soy ge¢misinde POY tanis1 almis yada otoimmun hastaliga sahip birey bulunmayan
hastanin annesinin Ataxia cerebellosa nedeniyle 6lmiis oldugu not edildi. Kontrol olur onay1

alinmis saglikli bireylerden EDTA’l1 tiipe alinan kan orneklerinden AbsoGene, Kandan
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Genomik DNA Izolasyon Kiti’nde énerilen yonteme gore genomik DNA izolasyonu yapildi.
Kit protokoliine goére 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine 20 pl Proteinaz K (5 mg/ml) eklendi.
Uzerine 250 pl kan drnegi ve hemen ardindan 250 ul B Soliisyonu eklenerek 20 kere tekrarli
vorteks yapildi. Kisa siireli santrifiij edildi ve her 3 dakikada bir karistirilmak suretiyle 65°C
de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 200 pl % 96-100 (v/v) etanol
eklenip vorteksle 20 kez karistirildi. Kisa siireli santrifiij edildikten sonra karisim, kit
igcerisinde yer alan kolonlu tiipe aktarildi. 8.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Siviyi
toplayan tiip atilarak, kolon yeni bir tiipe alind1. 700 ul W1 Soliisyonu eklenip 8.000 rpm de
1 dakika santrifiij edildi ve kolon yeni bir tiipe alindi. 700 pl W2 Soliisyonu eklenip 13.000
rpm de 1 dakika santrifiij edildi ve tiipte toplanan sivi uzaklastirilip kolon tekrar aym tiipe
yerlestirildi. 14.000 rpm de 30 saniye santriflij edildi. Santrifiij sonras1 kolon, yeni bir 1,5 ml
lik tiipe transfer edildi. Onceden 70°C ye 1sitilmis E Soliisyonundan 200 pl eklenip oda
sicakliginda 3 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 14.000 rpm de 1 dakika santrifiij
edildi. Kolon uzaklastirildi ve mikrosantrifiij tlipli icerisindeki genomik DNA’y1 igeren sivi,

array CGH calismasinda kullanilmak tizere -20°C ye kaldirildi.

Array CGH ¢aligmasinda kullanilmak {izere Referans DNA olarak ticari satilan Promega,

Human Genomic DNA: Male (224 pg/ml) ve Female (261 pg/ml) kullanildi.

3.3.2. Test ve Referans DNA Orneklerinin Fragmentasyon Optimizasyonu

Mikroarray CGH calismasinda, farkli renkte isaretlenmis test ve referans DNA o6rneklerinin
mikroarray iizerindeki hedef DNA ile hibridizasyon etkinliginin arttirilmasi1 amaciyla DNA
fragmentasyonu igin Restriksiyon Endonukleaz Kesimi ve Dejenere Oligonukleotid PCR

(DOP-PCR) yontemi uygulandi.

3.3.2.1. Test ve Referans DNA Orneklerinin Restriksiyon Enzimiyle Kesimi

Test (hasta ya da kontrol) ve referans DNA 6rneklerine, isaretleme protokoliinden énce DNA
fragmentasyonu i¢in enzim kesimi uygulandi. Bu amagcla, 3 pg/ul DNA o6rneklerinin kesimi
icin HindIIl Restriksiyon Enzimi (Promega, Madison, USA) kullanildi. Protokol olarak boliim
3.2.1. temel alind1.
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3.3.2.2 Kesime Ugratilmis Test ve Referans DNA Orneklerinin Saflastirilmas:
Restriksiyon enzimiyle kesime ugratilan test ve referans DNA oOrneklerinin saflastiriimasi
“DNA Clean & Concentrator-5""" (Zymo Research, USA) kitiyle yapildi. Bolim 3.2.2. de

yer alan kit prosediirii uygulandi.

3.3.2.3. Test ve Referans DNA larin Farkli Renkteki Florokromlarla Isaretlenmesi

Test DNA s1 ve karst cinsiyete ait referans DNA s1 “BioPrime” DNA Labeling System
(Invitrogen, Carlsbad, CA)” isaretleme kiti kullanilarak, cyanine-3dUTP (Cyanine 3) ve
cyanine-5dUTP (Cyanine 5) ile ayr1 ayr1 isaretlendi. Isaretleme reaksiyonu i¢in bdliim 3.2.3.

de yer alan kit prosediirii uygulandi.

3.3.2.4. Test ve Referans DNA simin Dejenere Oligonukleotid PCR (DOP-PCR)
Yontemiyle Cogaltilip, Farkli Renkteki Florokromlarla Isaretlenmesi

Test ve referans DNA’larin restriksiyon endonukleazi ile kesime ugratilip, saflastirma kiti ile
temizlenmesi sonucu yapilan florometrik tayinde, baslangictaki DNA miktarinda biiyiik kayip
(~1/5-1/6 kat) oldugu ve geriye kalan DNA konsantrasyonunun isaretleme reaksiyonu icin
uygun olmadigina karar verildi. Bu amagla restriksiyon kesimi ile DNA fragmentasyonu
yerine, az miktarda DNA 6rnegi ile DNA’nin gerekli konsantrasyona kadar ¢ogaltilabildigi
DOP-PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

Dejenere oligonukleotid-primerli PCR (DOP-PCR) olarak adlandirilan yontem; dejenere
dizilere sahip oligonukleotid primerlerin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
cesididir. PCR protokolilyle birlikte dejenerasyonun kullanilmasi, diisiik baglanma
sicakliginda primerlerin hedef genomda ¢ok sayida bolgeye baglanmasini saglamaktadir
(Telenius ve dig., 1992). PCR temelli total genom amplifikasyonu c¢alismalarindaki amac,
pikogram ya da nanogram miktarindaki baslangic DNA materyalinden mikrogram diizeyde
elde etmektir. Hedef diziye spesifik primer ¢iftlerinin kullanildigi geleneksel PCR
yonteminden farkli olarak DOP-PCR’da, 3° ve 5’ uglan arasinda heksamer dizilerin yer
aldig1 tek primer kullanilir. Farkl tiirler i¢in ayni1 primer kullanilarak etkili DNA ¢ogaltimi
gerceklestirilebilmektedir. DOP-PCR; genel DNA ¢ogaltilmasinda kullanilan ydntemler
arasinda hizl, etkili ve tiir bagimsiz bir tekniktir (Arneson ve dig., 2008).
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Ticari satilan referans erkek ve referans kadin DNA sinin (Promega, Madison, USA) birlikte
kullanilacagi ve Ispanya’dan temin edilen amenore (adetten kesilme) yast 18 olan 33
yasindaki POY hastasina ait DNA 6rnegi ile bu 6rnekle hibridizasyona girecek olan referans
kadin DNA s1 i¢in iki ayr1 DOP-PCR reaksiyonu gercgeklestirildi. DNA 6rneklerinin ¢ogaltimi
icinj 50 upl son hacimde 1 pg DNA Ornegi, 1 pl DOP-PCR primeri (5°-
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3’) (2.0 umol/l, Sentromer), 1 ul Tag DNA Polimeraz
(5 U/ul, Fermentas), 4 ul ANTP karisimi (2,5 mM/ml, DSBIO), 5 ul PCR Tamponu (10X Taq
Buffer, KCI, Fermentas) ve 6 ul MgCl, (25 mM, Fermentas) eklenerek reaksiyon karigimi
steril dH,O ile 50 pl ye tamamlandi. Tablo 3.12. de yer alan kosullarda SensQuest marka PCR
cihazinda DOP-PCR reaksiyonu gerceklestirildi ( Hu ve dig., 2004).

Tablo 3.12: DOP-PCR ile DNA ¢ogaltiminda kullanilan PCR programu.

*:72°C de uzatma agamasinda her siklusda 3 dakikaya 10 saniye eklendi.

Program tiiri Derece ("C) Siire (dk)  Siklus
Denatiirasyon a5 4
Baglanma-Tzatma 04 1 5
6 1 25
72 3% 25
Son uzatma T2 10
Aonlandisma 4 @

Reaksiyon sonunda 5 er ul DOP-PCR firiinii % 1 (w/v) lik agaroz jelde yiiriitiilerek reaksiyon
kontrolii yapildi. DNA konsantrasyonu, boliim 3.1.7.2. de yer alan florometrik tayinle
belirlendikten sonra DNA miktarlar1 esitlendi ve boliim 3.2.3. de yer alan Cyanine-3dUTP
(Cyanine 3) ve Cyanine-5dUTP (Cyanine 5) ile isaretleme reaksiyonu uygulandi.

3.3.3. Isaretlenmis DNA larin Céoktiiriilmesi

Referans tiiplerindeki Ornekler, farkli renkte isaretli olan kendi test tiiplerine eklendi.
Coktiirme islemi i¢in boliim 3.2.4 de yer alan prosediir uygulandi. Pelletteki DNA’ya, 5 pl
nukleaz igermeyen steril distile su (aCGH suyu) eklendi. 37°C de 15 dakika inkiibasyona
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birakilarak pellet lizerinde ayr1 bir tabaka olusturan aCGH suyunun DNA ile siispanse olmasi

saglandi.

3.3.4. isaretlenmis DNA nmin Mikroarray Uzerinde Hibridizasyonu

Hibridizasyon protokolii igin boliim 3.2.5. temel alind1. isaretlenmis DNA &rnegine, boliim
3.2.5. de belirtilen sekilde Hibridizasyon Tamponu II eklenerek, hibridizasyon reaksiyon
karisimi 72°C de 10 dakika denatiire edildi ve siire sonunda buz iizerine alinarak 5 dakika
bekletildi. Ornekler 37°C de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siire igcinde mikroarray
lamlarinin denatiirasyonu yapilip, alkol serisinden gecirildi ve kurumaya birakildi. Array lami1
hibridizasyon kasetine yerlestirildi, 12 pl lik her karisim, lamel iizerindeki 6rnek yiikleme
kuyucugundan array lamina uygulandi. Hibridizasyon kaseti kapatildi. Hibridizasyon kaseti
aliminyum folyo ile kaplanarak hava gegirmeyen, nemli bir kutu i¢inde 37°C de 16 saat

inkiibasyona birakild1.

3.3.5. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Protokolii

Lamlar yikama kabinda tamamen siviyla kaplanacak sekilde lam bagina 50 ml Yikama
Tamponu 1, Yikama Tamponu 2, Yikama Tamponu 3, Yikama Tamponu 4 yikama kaplarina
eklendi ve on 1sitma yapilarak 50°C ye getirildi. Boliim 3.2.6. da yer alan yikama protokolii
uygulanip 1700 rpm ye kadar kisa siireli santrifiij edilerek mikroarray lamlariin kurumasi

saglandi.

3.3.6. Tarayiaa ve Yazihm Kullanilarak Mikroarray Lamlarmmin Taranmasi ve

Analizi

Hibridizasyon sonras1 yikamasi yapilip kurutulan mikroarray lamlarinin taranmasi ve analizi

i¢in boliim 3.2.7. temel alindi.
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4. BULGULAR

4.1. POY TANISINA YONELIK MIiKRODIiZiIN BAZLI KARSILASTIRMALI
GENOMIK HIiBRIDIZASYON KiTi TASARIMI VE GELiSTIRILMESI

POY ile iliskili oldugu belirtilen gen ve gen dis1 bolgelere ait klonlarin toplami olan 413 BAC
/ PAC klonu, 5 adet 96 kuyucuklu mikroplakta calisildi. 5 mikroplagin tiimiine uygulanacak
yontemlerin optimizasyonu i¢in rastgele secilen 61 BAC / PAC klon ile olusturulan mikroplak
kullanildi.

4.1.1. BAC / PAC Klonlarinin Uretilmesi

Malzeme ve Yontem Bolimii’'nde 3.1.2. BAC / PAC Klonlarimin Kopyalanmasi ve 3.1.3.
Hiicrelerin Zengin Besiyeri Ortamina Alinmasi kisminda belirtilen yonteme gore steril
kosullar altinda secici kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan BAC / PAC klonlarina ait pelletler, 3600
rpm de +4°C de 20 dakika santrifiij edilerek elde edildi (Sekil 4.1).

&

Sekil 4.1: Kiiltiir ortaminda {iretilen BAC / PAC klonlarina ait pelletlerin
santrifiigasyonla eldesi.
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4.1.2. BAC / PAC Klonlarindan Plazmit DNA Izolasyonu

Malzeme ve Yontem Boliimii’nde 3.1.4. kisminda belirtilen yonteme gore rastgele secilmis 61
klondan izolasyonu yapilan plazmid DNA lar1 %1 (w/v) lik agaroz jel elektroforezinde analiz
edildi. Plazmid DNA larina ait bantlar ultraviyole (UV) 1s1k altinda parlak ve net ¢ift bant
halinde gozlemlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: BAC / PAC klonlarina ait plazmit DNA larinin %1 (w/v) lik agaroz jeldeki
goriiniimleri.

(1. cep: 100 bg lik standart markir, 2- 9. cepler: rastgele segilmis plazmid DNA lar1).

4.1.3. BAC / PAC Plazmit DNA sinin Cogaltilmasi

DNA izolasyonu yapilan BAC / PAC klonlarina, Malzeme ve Yontem Boliimii’'nde 3.1.6.
kisminda belirtilen yonteme gore Total Genom Amplifikasyonu yapildi. Pozitif kontrol i¢in
kit icerisinde yer alan 10 ng/pl konsantrasyondaki lambda DNA’s1 (A DNA’s1), negatif
kontrol olarak da steril distile su kullanildi. Reaksiyonun gerceklesip gerceklesmediginin

kontrolii, %1 (w/v) lik agaroz jel elektroforezi yontemi ile belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Cogaltilan BAC / PAC plazmit DNA larinin %1 (w/v) lik agaroz jeldeki
goriiniimleri.

(+): Pozitif kontrol, (-): Negatif kontrol, 1-10: Rastgele se¢ilmis BAC / PAC DNA lariim ¢ogaltilmasi sonrasi jel goriintiileri.

4.1.4. DNA Konsantrasyonunun Florometrik Tayini

Malzeme ve  Yontem  Bolimi’nde 3.1.7.2.  kisminda  belirtilen  Picogreen
florospektrofotometrik yonteme gore kit icerisinde 100 pg/ml konsantrasyonda bulunan
lambda DNA standartindan 2 pg/ml ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in 1X TE ig¢inde 50 kat
sulandirim yapildi. 1 ng/ml den 1 pg/ml ye kadar sulandirim yapilip 5 noktali standart egri
olusturuldu (Sekil 4.4). Cogaltilan BAC / PAC DNA o6rneklerinin konsantrasyonu bu standart

egri lizerinden hesaplandi.
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Sekil 4.4: Picogreen yontemiyle DNA konsantrasyonunun belirlenmesi.

A) 1—-61: Al den F1 e kadar; 413 POYa ait BAC / PAC klonundan rastgele se¢ilmis 61 adet ¢cogaltilan BAC / PAC DNA &rnegi ,
62: Cogaltilan Pozitif kontrol DNA s1, 63: Negatif kontrol. B) Standart egri (1-1000 ng/ml DNA). C) Standart egri
hazirlanmasinda kullanilan DNA’lara ait florometrik degerler.

4.1.5. Mikroarray Basim I¢in DNA Konsantrasyonu Optimizasyon Sonuglar

Mikroarray baskilamasinda (spotlama) kullanilacak olan DNA 6rneklerinin  optimum
konsantrasyonunun ve optimum baskilama (spotlama) tamponunun belirlenmesi i¢in, farkli
konsantrasyonlardaki DNA 6rnekleri farkli spotlama tamponlar ile karistirilip, mikroarray

lamu1 {lizerine basilma islemi gerceklestirildi.

4.1.5.1. DNA Konsantrasyonu ve Spotlama Tamponu Optimizasyonu Sonuglart

Esit konsantrasyona getirilmis DNA ornekleri Malzeme ve Yontem Boliimii’nde 3.1.8.
kisminda belirtilen sekilde, farkli spotlama tamponlar1 (“CapitalBio DNA Spotting Buffer
(Pekin, Cin)”, “%50 DMSO (dimetilsiilfoksit)”, “3XSSC (sodyum kloriir-sodyum sitrat) /
%50 DMSO”) i¢inde bulunan farklit DNA konsantrasyonlar1 (500 ng/ml, 1000 ng/ml, 1500
ng/ml) mikroarray lamina basildi. Deneme amagli iiretimi yapilan mikroarray lamlari

mikroarray tarayicida taranarak goriintiileri kaydedildi (Sekil 4.5.A). Mikroarray tarayicida



sekil, boyut, homojen dagilim bakimindan degerlendirilen spotlar i¢in optimum spotlama
tamponunun “CapitalBio DNA Spotting Buffer (Pekin, Cin)” olduguna karar verildi.
Malzeme ve Yontem Boliimii’nde 3.1.9. kisminda belirtilen yonteme gore yikamasi yapilan

mikroarray laminda, yikama sonrasinda spotlarin bulundugu bélgeler siyah halka seklinde

gozlendi (Sekil 4.5.B).

A

500 nz Fml
1000 ng Faml
1500 ng £ ml

Spotlme Tamporm

500 ng f ml
1000 ng Fml
1500 ng fml

Spotlama Tanporm

Sekil 4.5: Mikroarray lamlarinin mikroarray tarayicida taranan goriintiileri.

A. Basim sonrasi taranan mikroarray lami (1. sira: 500 ng/ml DNA, 2. sira: 1000 ng/ml DNA, 3. sira: 1500 ng/ml DNA, 4. sira: spotlama
tamponu). B. Yikama islemi sonras1 gzlenen siyah halkalar.
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4.1.5.1.1. Mikroarray Laminda Cift Iplikli DNA Kontrolii

Mikroarray lamlarinin yikama islemi sonrasinda, spotlarin bulundugu bdlgelerde siyah
halkalarin olugmasi tizerine DNA varligin1 belirlemeye yonelik ¢aligmalar yapildi. Mikroarray
laminda BAC / PAC klonlarina ait ¢ift iplikli plazmid DNA smin varligi, Malzeme ve
Yontem Boliimii'nde 3.1.10 ve 3.1.11. kisimlarinda belirtilen sekilde picogreen ve oligreen
yontemiyle belirlendi. PicoGreen uygulamasi sonrasinda, yesil filtrede yapilan tarama
sonrasinda siyah halkalarin oldugu yerlerde cift iplikli DNA y1 pikogram diizeyinde belirleme
hassasiyetine sahip PicoGreen ajanina ait sinyal gozlendi (Sekil 4.6.A). OliGreen uygulamasi
sonrasinda, yesil filtrede yapilan tarama sonucu siyah halkalarin oldugu yerlerde tek iplikli
DNA y1 pikogram diizeyinde belirleme hassasiyetine sahip OliGreen ajanina ait sinyal
gozlendi. Bu durum c¢ift iplikli DNA da denatiirasyonun gerceklestigini dogruladi (Sekil
4.6.B).

A

Sekil 4.6: Mikroarray laminda ¢ift iplikli DNA varliginin tespiti.

A. Picogreen yontemiyle ¢ift iplikli DNA nin tayini. B. Denatiirasyona ugratilan DNA nin Oligreen yontemiyle tayini.
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4.1.5.1.2. Mikroarray Lamina Basilacak DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Mikroarray baskilamasinda (spotlama) kullanilacak olan DNA 6rneklerinin optimum
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in bolim 3.1.8. temel alindi. Kontrol (saglikli) kadin ve
erkek bireylerden EDTA’l1 tiipe alinan periferik kan 6rneklerinden boliim 3.3.1. de belirtilen
sekilde genomik DNA izolasyonu yapilip boliim 3.2.3. de yer alan kit prosediiriine gore farkli
renkte florokromlarla isaretlemesi yapilan DNA 6rneklerinin melezlenmesi sonucunda; boyut,
sekil, hibridizasyon uygunlugu acisindan degerlendirilen spot konsantrasyonu ig¢in, 1000
ng/ml DNA’nin optimum olduguna karar verildi (Sekil 4.7.). Bu asamadan sonra {iretimi
yapilacak olan mikroarray lamlarinin spotlanmasinda, tiim BAC / PAC DNA’lar i¢in 1000

ng/ml konsantrasyon kullanildi.

spotlama tarmponn

500 ne f ol
1000 ne [ ml
1500 nz [ ml

Sekil 4.7: Cy3 ve Cys5 ile isaretlenmis saglikli kadin ve erkek DNA’s1yla melezleme sonucu optimum
DNA konsantrasyonunun belirlenmesi.
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1. sira: Sadece spotlama tamponu igeren spotlarda, DNA olmadig: i¢in melezleme goriilmemektedir. 2. sira: 500 ng/ml; 3. sira: 1000 ng/ml;

4. sira: 1500 ng/ml konsantrasyonda basilan DNA 6rnekleriyle melezleme goriintiisii.

Tablo 4.1: POY’a 6zgii mikroarray CGH kiti tasarimu ve gelistirilmesinde optimizasyon sonuglari.
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4.2. POY TANISINA YONELIiK MIKRODIZIN BAZLI KARSILASTIRMALI
GENOMIK HIiBRIiDiZASYON KiTi URETIiMi

POY tanisi igin gelistirilen mikroarray CGH kitinin optimizasyon calismalari tamamlandi

(Tablo 4.1). Optimizasyon ¢alismalar1 sonucu elde edilen tiim veriler, POY a ait olusturulan 5

adet (POY 1-5) mikroplak icin kullanildi.

4.2.1. BAC/PAC Klonlarinin Kopyalanmasi
Literatiir arastirmasi sonucu POY ile iliskili oldugu belirlenen ve siparis edilen 413 adet BAC
/ PAC klonu (393 BAC klonu, 20 PAC klonu), Malzeme ve Yontem Boliimii 3.1.2. ve 3.1.3.

kisimlarinda belirtilen yonteme gore steril kosullarda ¢ogaltildi (Sekil 4.8.).

-
- .
-
-
L B ]
a &
- -
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Sekil 4.8: BAC / PAC klonlarinin ¢ogaltilmasi.

A: BAC/ PAC klonlarinin ilgili antibiyotigi iceren segici besiyerlerinde iiretilmesi, B: Zengin besiyeri ortaminda iiretim, C: Zengin
besiyerinde iireyen hiicrelere ait pelletin santrifiigasyon sonucu elde edilmesi.

4.2.2. BAC / PAC Klonlarindan Plazmit DNA izolasyonu

5 farkli 96 kuyucuklu mikroplakta (POY 1-5), iiretimi gergeklestirilen 413 adet BAC / PAC
klonundan Malzeme ve Yontem Bolimii’nde 3.1.4. kisminda belirtilen yonteme gére DNA
izolasyonu yapildi. izolasyonu yapilan BAC / PAC klonlarma ait plazmid DNA lar1 %1 lik
(w/v) agaroz jel elektroforezinde analiz edildi. Plazmid DNA larina ait bantlar ultraviyole

(UV) 151k altinda parlak ve net ¢ift bant halinde gozlemlendi (Sekil 4.9).

. M A1 B2 C3 D4 E5 Fe G7 HS




AS B12 C2 D4 E9 FS8 Gl H7

M Al12 B10 C9 D7 E1I0 F1 G3 Hl11

M A8 BS C10 D5 E3 F9 G5 H10
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5 M A7 Al12 Bl B3 Bll C1 C5 C10

Sekil 4.9: BAC / PAC klonlarina ait plazmit DNA larinin %1 (w/v) lik agaroz jeldeki
goriiniimleri.

M: 100 bg lik standart markir , 1: POY1 mikroplagindan rastgele secilmis DNA 6rnekleri, 2: POY2 mikroplagindan rastgele se¢ilmis DNA
ornekleri, 3: POY3 mikroplagindan rastgele se¢ilmis DNA 6rnekleri, 4: POY4 mikroplagindan rastgele se¢ilmis DNA 6rneklerinin UV
transilliiminatérde agaroz jel izerindeki gériintiileri.

4.2.3. BAC / PAC Plazmit DNA’larinin Cogaltilmasi
POY1, POY2, POY3, POY4 ve POYS5 mikroplaklarinda yer alan 413 BAC / PAC klonuna ait

DNA orneklerinin ¢ogaltimi Malzeme ve Yontem Bolimii’nde 3.1.6. kisminda belirtilen
yonteme gore yapildi. Pozitif kontrol olarak kit igerisinde yer alan 10 ng/ul lik
konsantrasyondaki lambda (1) DNA s1, negatif kontrol olarak da steril distile su kullanildi.
POY1, POY2, POY3, POY4 mikroplaklarinda H1 kuyucugu (+) kontrol, H12 kuyucugu da (-)
kontrol olarak kullanildi. Bu kuyulardaki DNA o6rneklerine ait total genom amplifikasyon
reaksiyonu, POY5 mikroplaginda sirasiyla D1-D8 kuyularinda gerceklestirildi. Reaksiyonun
gerceklestiginin kontrolii %1 lik (w/v) agaroz jel elektroforezinde analiz edildi (Sekil 4.10.).



(+) ) Al B2 3 D4 ES Fo G7 HS

(+) () AS B12 C2 D4 E9 FS8 Gl H7

(+) (-) Al2 B10 C¢ D7 E1I0 F1 G3 HIl
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{(+) () A8 BS C10 DF E3 F9 G5 HI0

. (+) (=) A7 Al12 Bl1 B3 Bl11 C1 C5 C10

Sekil 4.10: Cogaltilan BAC / PAC Plazmit DNA larimin %1 (w/v) lik agaroz jeldeki
goriiniimleri.

(+): Pozitif kontrol, (-): Negatif kontrol, 1-5: POY1, POY2, POY3, POY4 ve POYS5 mikroplaklarina ait jelde gbzlenmis ayn1 DNA
orneklerinin ¢ogaltim sonras1 %1 (w/v) lik agaroz jeldeki gériiniimleri.
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4.2.4. DNA Konsantrasyonunun Florometrik Tayini

Total Genom Amplifikasyonu yapilmis DNA orneklerininin konsantrasyonu, Malzeme ve

Yontem Bolimii’nde 3.1.7.2. kisminda belirtilen picogreen yontemine gore belirlendi (Sekil

4.11.).

45468 | 63693 | 139737 | 58287 62805 67880 | 78740 38354 122255 [ 136345 | 133180 | 110825
94471 | 61809 | 84408 | 69882 101474 ] 109966 | 42711 58500 81424 132993 | 130888 | 124854
72908 | 53224 | 76040 | 85573 132944 162732 | 138145 | 128528 | 52413 88015 42804 | 129811
58018 | 123761 | 45379 | 130285 | 73878 89202 | 85209 52274 71151 131730 | 65172 | 127960
41865 | 86772 | 133843 | 42494 127678 | 122155 | 128637 | 91115 65615 93198 85069 | 99406
67129 | 82177 | 129287 | 97869 126207 | 130665 | 127729 | 132960 | 128838 | 52975 86568 | 90809
92943 | 128257 | 42924 | 95731 91284 91044 | 130004 | 123774 | 58379 83374 84931 | 79140
80478 | 81906 | 61018 118562 | 104986 | 67809 119987 | 80509 55012 57240 | blank

78689 136067 | 131834 | 138506 | 136900 | 137303 | 137952 | 135644 | 136727 | 130780 | 131674 | 132343
123307 | 114488 | 132206 | 138836 | 139309 |134419 |123816 |116324 |84395 |133636 |114278 | 126817
115635 | 125158 | 121498 | 131103 | 133453 | 133275 | 132312 | 136991 |129857 | 139181 | 125443 | 125415
95612 131631 |57823 | 133242 | 78278 | 141901 |136411 |143490 |134455 |133091 |131673 | 127654
114288 | 77550 | 100788 | 61829 | 130877 | 142329 | 123663 | 136316 | 136887 | 125280 | 130346 | 128875
73517 77620 | 100969 | 124880 | 121718 | 126164 | 137068 | 124658 | 133401 |126332 | 122008 | 107403
132109 | 75067 | 128487 | 98034 | 129727 | 116084 | 116643 |138884 | 131273 | 119754 | 127432 | 130582
87488 | 80358 | 117071 |125880 | 131584 |127277 | 115794 |138233 |124752 | 73885 |blank
121942 | 122616 | 106623 | 112691 [53213 |49189 | 111048 | 95115 |57666 | 83448 |115017 | 107465
88444 | 86812 | 105373 | 91758 | 121288 |61828 |63109 | 111950 | 104180 | 116538 | 104409 | 109993
110708 | 105046 |83190 [90832  |91238 |62067 | 120003 | 76821 |104212 | 79847 | 119856 | 76654
108473 82920 | 117209 | 114457 | 108557 | 109348 | 116360 | 88331 | 114741 | 115032 | 95564 | 80169
83176 | 89559 | 117863 | 94012 | 107257 | 112883 | 76668 | 105645 | 115626 | 110280 | 81549 | 85259
96498 | 102303 | 102139 | 108093 | 104426 | 99743 | 74087 | 108789 |95614 |94073 |97044 | 104255
90635 | 78162 | 127328 | 120967 | 105455 | 109351 | 110293 | 94802 | 100445 | 96753 | 103739 | 88956
97801 | 99296 | 90866 | 96545 | 109249 blank
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107560 | 113193 | 104574 | 105934 | 101817 | 106171 [ 111196 |100765 | 108557 | 99181 103960 | 101698
93472 | 101070 | 101843 | 101335 | 99820 93316 102771 109935 | 93251 101790 | 103865 | 92886
106803 | 97117 107366 | 98436 72264 96598 100589 | 106542 | 97234 96409 93640 98213
101518 | 103714 | 85626 | 102968 | 99614 105681 | 89641 76638 96234 99539 90461 86308
97159 | 101310 | 95652 | 101925 | 98486 95744 95253 83953 92142 97456 90054 101130
72090 | 84642 99450 | 95623 96454 91669 97216 90586 97418 67326 96268 38970
76454 | 83497 85928 | 93851 65752 93363 92744 87628 83102 81728 82590 84084
79094 85072 | 71194 83062 89073 75887 59450 73076 84334 79298 blank

104053 100384
93958 82278 | 94040 89891 87280 | 90820 | 84900 | 90287 | 86885 79469 | 79878
94831 85652 | 79139 | 93034 | 83062 |84404 |87100 |87709 |82916 |85560
76253 | 65123 | 81864 | 78600 | 88982 | 78486 | 82973
blank

Sekil 4.11: Total genom amplifikasyonu yapilmis DNA 6rneklerinin Picogreen yontemiyle
konsantrasyonunun hesaplanmasi.

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, kirmizi gosterge: pozitif
kontrole ait DNA konsantrasyonu.

4.2.5. DNA Konsantrasyonunun Esitlenmesi

Mikroarray lamlarina

basilma islemi Oncesinde, picogreen ydntemiyle konsantrasyonu

belirlenen DNA 6rnekleri 96 kuyucuklu mikroplaklarda 100 pl hacimde 3000 ng/ml lik stok
hazirland1 (Sekil 4.12.). 384 kuyucuklu mikroplakda da 16,6 ul DNA (3000 ng/ml), 33,4 ul

spotlama tamponu i¢inde sulandirilarak 50 pl hacimde 1000 ng/ml ye esitleme yapild1 (Sekil

4.13.).

a |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 6,6p+934 | 4,7495,3 | 2,2497,8 | 5,2494,8 | 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 2,7497,3 | 7493 5,2194,8 | 3,7496,3 | 2,3197,7 | 2,3+97,7 | 2,4+97.6
C | 4,1+95,9 5,6194,4 | 4196 3,5196,5 | 2,3+97,7 | 4,8+95,2 | 2,2+97,8 | 2,4+97,6 | 5,7+94,3 | 3,4196,6 | 7+93 2,3+97,7
D | 5,2+94,8 2,4+97,6 | 6,6+93,4 | 2,3+97,7 | 4,1495,9 | 3,4+96,6 | 3,5+96,5 | 5,7+94,3 | 4,2495,8 | 2,8+97,2 | 4,6+95,4 | 2,4+97,6
E | 7,2+92,8 3,5496,5 | 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 | 454955 3,7496,3 | 2,3497,7 | 3,1496,9 | 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 |3,2196,8 2,4197,6 | 7493 3,2496,8 | 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 | 424958 | 3,7496,3 | 3,7496,3 |4,9+95,1 | 2,5497,5 | 2,5+97.5 |4,4+95,6 | 2,5+97.5 |3,7+96,3 | 5,5+94.5 | 5,3194,7 | 3,9+96.1 |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3,8496,2 | 2,2497,8 | 2,3497,7 | 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
2,5497,5 |2,6497.4 | 2,3497,7 | 2,2497,8 | 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
2,6t974 | 2,4+97,6 | 2,5+97,5 | 2,3+97,7 | 2,3497,7 | 2,3+97,7 | 2,3+97,7 | 2,2497,8 | 2,3+97,7 | 2,2+97,8 | 2,4+97,6 | 2,4+97,6
3,2496,8 | 2,3+97,7 | 5,2494,8 | 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
2,6+97.4 |3,9496,1 | 3+97 4,9+95,1 | 2,3+97,7 | 2,1+97,9 | 2,4+97,6 |2,2+97,8 | 2,2497,8 | 2,4+97,6 | 2,3+97,7 | 2,3+97,7
4,1+95,9 |3,9+96,1 | 3+97 2,44+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
2,3+497,7 | 4496 2,3+97,7 | 3,1496,9 | 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
4,6+95,4 | 3,4+96,6 | 3,8+96,2 | 2,6497,4 | 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

Q=S AR > |

c |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 251975 |2,5497,5 | 2,8497,2 | 2,7+97,3 | 5,7+94,3 | 6,1493,9 | 2,7+97,3 | 3,2+96,8 | 5,2+94,8 | 3,6+96,4 | 2,6+97,4 | 2,8497,2
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 2,7497,3 | 2,9+97,1 | 3,6496,4 | 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 2,8497,2 |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 [3,1496,9 |3+97 3497 2,8497.2 | 2,9497.1 | 3+97 4196 2,8+97.2 | 3,2496,8 | 3,2+96,8 | 3,1496,9 | 2,9+97,1
G |[33496,7 |3,8+96,2 | 2,4+97,6 | 2,5+97,5 | 2,9+97,1 | 2,8+97,2 | 2.8497,2 | 3,2496,8 | 3+97 3,1496,9 | 2,9+97,1 | 3,4+96,6
H [3,8+96,2 |3,1+96,9 | 3+97 3,3+96,7 | 3,1496,9 | 2,8+97,2 blank
d|1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 2,8+972 |2,7+97.3 | 2,9+97.1 | 2,9+97,1 | 3+97 2,9+97,1 |2,7+97,3 | 3+97 2,8497,2 | 3+97 2,9+97,1 | 3+97

B |3,2196,8 | 3+97 3+97 3497 3497 3,2496,8 | 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 | 3,1496,9 | 4,2+95.8 | 3,1496,9 | 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 | 3,5496,5 | 2,9+97,1 | 3+97 2,9497,1 | 3,4+96.6 |3,9+96,1 | 3,2+96,8 | 3+97 3,3+96,7 | 3,5+96,5
E |3,1496,9 | 3497 3,2496,8 | 3497 3497 3,2+96,8 | 3,2+96.8 |3,6196.4 | 3.3+96,7 | 3,1496,9 | 3,4+96.6 | 3+97

F | 421958 |3,6+96,4 | 3+97 3,2496,8 | 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 [3,9196,1 |3,6196,4 | 3,5196,5 | 3,2+96,8 | 4,6+95.4 | 3,2+96,8 | 3,3+96,7 | 3,4+96,6 | 3,6196,4 | 3,7+96,3 | 3,7+96,3 | 3,6+96,4
H | 3,8+96,2 | 3,8496,2 | 3,5+96,5 | 4,2+95,8 | 3,6+96,4 | 3,4+96,6 | 4+96 5+95 4,1495,9 | 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 3,2496,8 | 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 |3,8496,2 |3,8+96,2
C |3,4496,6 | 3,2+96,8 | 3,5+96,5 | 3,8496,2 | 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

Sekil 4.12: 3000 ng/ml 100 pl lik stok hazirlanmasi

a: POY1 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA s1, b: POY2 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA si, ¢: POY3 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA s, d:
POY4 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA s1, e: POY5 mikroplak 3000 ng/ml stok DNA s1.
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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 |al |a2 [a3 |a4 |a5 |a6 |a7 |a8 |a9 |al0|all |al2|bl |b2|b3 |b4 b5 |b6 |b7 |b8 |b9 [bl0 |bll |bl2
B [cl [c2 [c3 |c4 [c5 |c6 [c7[c8 [c9 [clO|cll |cl2|dl [d2|d3 |d4|d5 [d6 |d7 [d8 [d9 |dl0 [dIl |dI2
C el [e2 |e3 [ed |e5 |e6 [e7 |e8 [e9 |elOfell |el2 |fl [f2 |f3 |4 [f5 |f6 [f7 |8 |9 |[fl0 |fll |fl2
D |gl [g2 |g3 [g4 |g5|g6 [g7|g8 [g9 |gl0|gll|gl2|hl [h2|h3 |h4 [h5 |h6 [h7 |h8 |h9 |[hl10 |[hll | hl2
E |al [a2 [a3 |a4 |a5 |a6 [a7 [a8 [a9 [al0 |all |al2 |bl [b2|b3 |b4 |b5 |b6 |b7 [b8 |b9 |bl0 |bll |[bl2
F |cl [c2 [c3 |c4 |c5|c6 [c7[c8 [c9 [clO|cll|cl2|dl [d2|d3 |d4|d5 |d6 |d7 [d8 |d9 |dl10 [dIl |[dI2
G el [e2 [e3 |e4 |e5 |e6 [e7 [e8 [e9 [elO |ell |el2 |fl [f2 |[f3 |f4 |f5 [fo |[f7 [f8 | |fl0 |fIl | fI2
H |gl [g2 [g3 |g4 [g5|g6 [g7 g8 [g9 [gl0o|gll|gl2|hl [h2|h3 |h4 |h5 [h6 |h7 [h8 |[h9 |hl10 |[hIl |hI2
1 al a2 |a3 |[a4 |[a5 |a6 |a7 |a8 |a9 |al0|all |al2|bl |b2|b3 [b4 b5 |[b6 |[b7 |b8 [b9 |bl0 |bll |bl2
J cl [c2 [c3 |c4 |c5 |c6 [c7[c8 [c9 [clO|cll |cl2|dl [d2|d3 |d4|d5 |d6 |[d7 [d8 [d9 |dl10 [dIl |[dl12
K el [e2 |e3 [ed |e5 |e6 |e7 |e8 [e9 |elO|ell |el2 |fl [f2 |13 |4 [f5 |f6 [f7 |8 |19 |[fl0 |fll [fl2
L gl [g2 |g3 [g4 |g5|g6 |g7|g8 [g9 |glo|gll|gl2|hl [h2]|h3 |h4 |h5 |h6 _
M |al [a2 [a3 |a4 |a5 |a6 [a7 [a8 [a9 [alO |all |al2 |bl [b2|b3 |b4 |b5 |b6 |b7 [b8 |b9 |bl0 |bll |bl2
N [cl [c2 [c3 |c4 |c5 |c6 [c7[c8 [c9 [clO|cll |cl2|dl [d2|d3 |d4|d5 |d6 |d7 [d8 |d9 |dl10 |dIl |dI2
O el [e2 |e3 [ed |e5 |e6 [e7 |e8 [e9 |elO [ell |el2 |fl [f2 |f3 |f4 [f5 |f6 [f7 |f8 |19 |[fl0 |fll |fI2
P |gl [g2 [g3 |g4 |g5|g6 |27 |28 |29 |gl0|gll|gl2|hl [h2|h3 |h4 |h5 |h6 |h7 |h8 |h9 |hl10 |hIl |hI2

1 |2 3 4 5 |6

al |a2 |a3 |a4 |a5 |a6
B |cl [c2 |c3 [c4 [c5 |co
C

Sekil 4.13: 1000 ng/ml 50 pl hacimde 384 kuyucuklu mikroplakda spotlama 6ncesi yerlesim

plan.

ik 384 kuyucuklu mikroplakda A-D: POY1 mikroplak igerigi, E-H: POY2 mikroplak igerigi, I-L: POY3 mikroplak igerigi, M-P: POY4
mikroplak icerigi, Ikinci 384 kuyucuklu mikroplakda A-B11: POYS mikroplak igerigi, Null (negatif): 50 pl spotlama tamponu icermektedir.
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4.2.6. Mikroarray Lamlariin Uretilmesi

Iki adet 384 kuyucuklu mikroplakta 1000 ng/ml konsantrasyonda esitlemesi yapilan 413 adet
BAC / PAC klonuna ait DNA o6rneklerine dortlii kopya igerecek sekilde 6zel tasarlanmig
“CapitalBio OPAminoSlide™ (Pekin, Cin) iizerine “CapitalBio PersonalArrayer 16"
(Pekin, Cin) mikroarray yazici ile basilma islemi gerceklestirildi (Sekil 4.14.) ve spotlarin
kontrolii “CapitalBio LuxScan™ 10K” (Pekin, Cin) mikroarray tarayicida kontrol edildi

(Sekil 4.15).

Sekil 4.14: Mikroarray lamlarinin {iretim asamasi.
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Sekil 4.15: Dortlii kopya halinde basimi gergeklestirilen mikroarray laminda basim sonrast
tarayicida spot kontrolii.
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4.2.7. Uretimi Yapilan Mikroarray Laminda aCGH Cahsmasi

Referans erkek DNA’s1 ile referans kadin ve POY hastasina ait DNA 6rnegi i¢in Malzeme ve
Yontem Bolimi 3.3.5. kisminda yer alan yontem temel alinarak DOP-PCR reaksiyonu
gerceklestirildi. Reaksiyonun gergeklestigi %1°lik (w/v) agaroz jelde kontrol edildikten sonra
(Sekil 4.16.A2), DNA konsantrasyonu, boliim 3.1.7.2. de yer alan florometrik tayinle
belirlendikten sonra DNA miktarlar1 esitlendi ve boliim 3.2.3. de yer alan Cyanine-3dUTP
(Cyanine 3) ve Cyanine-5dUTP (Cyanine 5) ile isaretleme reaksiyonu uygulandi (Sekil
4.16.A3). Isaretlenmis DNA oOrneklerinin ¢oktiirme islemi igin boliim 3.2.4 de yer alan
prosediir uyguland1 (Sekil 4.16.B). Isaretlenmis DNA’nin mikroarrayde hibridizasyonu icin
boliim 3.2.5. deki Hibridizasyon protokolii temel alind1 (Sekil 4.16.C).

M 1 2 M DOP-1 DOP-2 M Cy5 Cy3 Cy5 Cy3




[
— -
e
g
Q‘:‘:}
A yrayin taranmasi

Sekil 4.16: Test ve referans DNA’larinin POY igin {iretilen mikroarrayde hibridizasyonu.

A. Sirasiyla erkek ve kadin genomik DNA’sinin (goriintii 1), DOP-PCR fiiriinlerinin (gériintii 2) ve farkl renkte florokromlarla isaretlenmis
(gortintii 3) DNA orneklerinin %1°lik (w/v) agaroz jelde kontrolii, M: 100 b¢ markir. B. Farkli renkte isaretlenmis DNA 6rneklerinin bir
araya getirilerek ¢oktiiriilmesi ve mor pelletin eldesi. C. Cy3-dUTP (kirmuzi) ve CyS-dUTP (yesil) ile isaretlenmis test ve referans DNA’nin
mikroarrayde hibridizasyonu.
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4.2.8. Array CGH Cahsilmus Mikroarray Laminin Mikroarray Tarayicida Analizi

POY’a 6zgiin iiretimi gerceklestirilen mikroarray laminda test ve referans DNA’larla yapilan
aCGH calismas! sonrasinda yikamasi yapilip kurutulan mikroarray lamlari, LuxScan™ 10K
(CapitalBio-Pekin, Cin) mikroarray tarayicida kirmizi (635 nm) ve yesil (532 nm) filtrelerde
taratildi ve goriintiiler tiff dosyasi olarak kaydedildi. LuxScan™ mikroarray analiz programi
kullanilarak, hibridizasyon goriintiisii ile array tizerindeki spotlara ait veri birlestirildi. Her

spota ait kirmiz1 ve yesil floresan sinyal orani hesaplandi ve floresan oranlarina gére yorum
yapildi (Sekil 4.17A-B).

ZhLindean 3.0.41 27 - [DBTON0]Z, yihaenalyotlow, 1]
Pl ook Scatner Wiridksr  Hab - 8
e e e R T R R

g U101 (2 kst e L BHADLED Dykamsa roenild | 08,1010 1 domaredd b %
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uxScan 3.0.4127 - [081 yellowanalysisresult. tif]

Tools Scanmer  Window Help X
Alms aasa-on|dunale o us

4 081010yellowanalysisresult.tif pox

O Red Charnel
O reen Charnel
(&) Composite (Ratio)
e
% 265 px
T pm
¥ 2382 px
27403
Red 13413
Green 6751
Ratio  1.9868 |
i Now Bock | Row | Column 1D Spok.. | Spot.. | Spet..| Bka.. | Bkg.. Bka..  SBL.. 5B Ratio_Medians... | Ratio Means-(635/532) Logl.. LoglD Ratio .. &
3 7 1 2 1 C1088.. 1113.. 23239 7075.0 6998.7 759.6 38115 41373 1177 1:81 0248 0257
Coloma 3 [ 1 2 z 194865 1006, 24718 7ISO.0 70544 7S6.0 23365 0080 1196 1.95 0292 0289
i 9 1 2 3 195400 1004.. 23006 72030 7I06.0 FI32 2337.0 29356 11.88 1.92 0275 0.284
hame 10 1 2 4 11006, 1031.. 2270.8 7I03.0 7017.5 7343 29620 32978 1 1.69 1.64 0276 0,265
! 11 1 2 5 160045 98026 28202 6OTH0 69263 7430 18305 28744 11.63 191 0262 0281
3 12 1 H 6 192335 94666 20697 65745 65552 B350 26590 29134 1197 1.93 0295 0,286
xS @ 13 1 3 1 Ca966.0 G2 20724 6O0AT.0 EG9RO 7RO 19790 2590.2 119 1.94 0276 0.289
J 14 1 3 2 196930 97938 20549 69840 6917 7668 27090 28321 1194 1.91 0289 028
15 1 3 3 194425 97303 22035 70210 69476 7S50 24215 27826 11.68 1.67 0274 0272
18 1 3 4 192335 95639 21189 69830 69287 7587 22565 26352 1191 1.84 028 0266
17 1 3 5 166700 90477 16745 67610 67441 8178 19080 23036 11.69 1.91 0277 0282
18 1 3 [} 197405 1003.. (29798 6253.0 62885 888.8 4875 37484 1235 213 0353 0329
13 1 4 1 95350 99347 21464 7OBG.0 69913 7433 2447.0 29434 1167 1.64 0271 0,266
20 1 4 2 178535 63802 19928 6BOLD 67633 760.3 10525 16165 ¢ 1.9 1.93 0291 0.286
21 1 4 3 184270 91291 24655 67815 67397 7919 16455 23893 €197 1.92 0295 0282
22 1 4 4 11041, 1080.. 26780 68025 BG4 TTLT  3SM0  39GL4 169 169 0277 0277
23 1 4 5 179505 85084 21513 6598.0 65655 830.2 13525 19429 € 1.89 1.91 0276 0281
24 1 4 [ 163260 66833 226301 61340 61624 9062 21920 25808 1212 208 032 0318
5 1 5 1 C 82320 BES3.6 19230 68240 6773.6 7E21 14080 18740 7 2.09 1.99 032 0239
£ 1 5 2 160600 66262 19959 67895 67465 7598 12705 16777 G2 1.98 0301 0.2%
27 1 5 3 185095 9027.0 21703 68040 67527 7828 17055 22743 C2.02 1.97 0305 0233 .
28 1 5 4 166920 90943 19785 66405 6785.6 769.8 18515 Z30B7  11.99 1.95 0299 029
If 29 1 5 5 176605 61480 20626 64955 64755 9424 11850 16726 11.68 165 0274 0.286 b
Ho Seanner Navigator ‘ I |
(i) os101 it F - 051 alysisresult ki

Sekil 4.17: Mikroarray laminin hibridizasyon sonrasi mikroarray yazilim programiyla analizi.

A. Hibridizasyon sonrasi mikroarray tarayicida goriintiileri kaydedilen .tiff dosyasinda analiz programiyla spot sayilarina uygun
olarak halkasal mikroarray blogu olusturuldu ve hibridizasyon spotlarini i¢ine alacak sekilde yerlestirildi.

B.  Olusturulan mikroarray blogu ile spotlar ¢akistirildiktan sonra kirmzi (635 nm) ve yesil (532 nm) floresan sinyal oranlar1 her bir
spot i¢in analiz programiyla hesaplandi.

Calismada kullanilan POY’lu hasta 6rnegi (XX) ile karsilastirilan kontrol (referans) drnegi
erkek (XY) olarak secildiginden; array lizerinde yer alan X kromozomuna iliskin spotlarda
gozlenen tim kirmizi / yesil oranlarinin kirmizi lehine yaklasik 2 olarak bulunmasi hasta

orneginin o bolgelere ilisgkin CNV icermedigi seklinde yorumlandi. Kontrol amaciyla array
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tizerine yerlestirilen ve Y kromozomuna iligskin bdlgeleri igceren spotlar iizerine beklendigi
gibi yalnizca yesil renkli hibridizasyon izlenirken; kontrol DNA’sinin igerdigi tek bir Y
kromozomunun spot iizerinde anlamli bir yesil renk olusturmadigir ve arkaplan renginden

ayirdedilemedigi tespit edildi.

Tiim spotlarin analizinin tamamlanmasiyla, hasta DNA’sinda ¢alismamizda tasarlanan POY
tanisina 6zgli array CGH ile patoloji saptanmadigi; array icerigindeki spotlarin biiytlik
boliimiiniin X kromozomuna iligkin bolgeleri igermesi nedeniyle bundan sonraki ¢caligmalarda
kontrol (referans) DNA’s1 olarak Normal XX o6rnegi kullanilmasinin daha anlamli olacag:

kararina varildi.

4.2.9. Gelistirdigimiz Kit Bilesenleri ve aCGH Protokoliiniin Baska Bir Marka Ticari

Arrayde Denenmesi

Tez projesi kapsaminda gelistirilen Mikroarray CGH kit iiriinleri (Hibridizasyon Tamponu I,
Hibridizasyon Tamponu II ve Yikama Soliisyonlar1) ve ¢aligma protokoliiniin ¢alistiginin
dogrulanmasi amaciyla, birebir aynt DNA 6rnekleri ve reaksiyon kosullarinda denenmek
lizere ticari olarak satilan tiim genom “Constitutional Chip® 4.0” (PerkinElmer, USA) array
ile Malzeme ve Yontem Bolimi 3.2.3., 3.2.5., 3.3.5., kisminda yer alan yontem temel
alimarak aCGH c¢alismas1 gergeklestirildi. Calisma sonucunda LuxScan™ 10K (CapitalBio-
Pekin, Cin) mikroarray tarayicida kirmizi (635 nm) ve yesil (532 nm) filtrelerde taratilan
farkl1 renkte isaretli DNA oOrneklerinin array tizerinde hibridizasyonunun gergeklestigi
gorlintiilendi. Bunun disinda sinyal kalitesi ve arka plan temizligi bakimindan degerlendirilen
arrayde, gelistirdigimiz aCGH protokolii ve kit {iriinlerinin kullanilmasiyla basarili sonug elde

edildigine karar verildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: Test ve referans DNA’larinin ticari mikroarray iizerinde hibridizasyonu.

A. aCGH calisilmis mikroarray laminin hibridizasyon sonras1 genel goriiniimii. B. Cy3-dUTP (kirmizi) ve Cy5-dUTP (yesil) ile isaretlenmis
test ve referans DNA’nin mikroarrayde hibridizasyonu.
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4.2.10. POY Tanisina Yonelik Gelistirilen “Prototip” Kit Bilesenleri

Bu iiriin hedefe yonelik olarak tasarlanmig DNA kopya sayist degisikliklerini (delesyon ve
duplikasyonlar1) belirlemek amaciyla ilgili kromozomal bolgeleri coklu kopyalar halinde
iceren BAC DNA mikroarrayleri ve bunun hibridizasyon ve post hibridizasyon yikamalari

i¢cin gerekli malzemeleri igeren kit formatinda bir tiriindiir (Sekil 4.19).

4.2.10.1. Metodoloji

poyarray, 393 “Bakteriyal Yapay Kromozom (BAC)” ve 20 “P1 faji tiirevli Yapay
Kromozom (PAC)” olmak iizere toplam 413 klona ait DNA bdélgesini 4’lii kopya icerecek
sekilde tasarlanmig, kontrol bolgeleriyle birlikte toplam 1824 spot iceren POY’a Ozgii

mikroarray lamlarmin tiretimi gergeklestirilmistir.

4.2.10.2. Kit Icerigi

e Array Lamm: Her lam 4 kopyali Bakteriyal Yapay Kromozom (BAC) arrayi
icermektedir. Santrifiij tiipleri icinde sunulmakta olup tiipler post-hibridizasyon
yikama sirasinda kullanilmaktadir.

e Lamel

Hibridizasyon kaseti

Hibridizasyon Tamponu: 2 tiip (Her tiip 250 pl hibridizasyon tamponu igerir)

Yikama Soliisyonu 1 : 1 sise ( Her sise 250 ml yikama soliisyonu 1 igerir)

Yikama Soliisyonu 2 : 1 sise ( Her sise 250 ml yikama soliisyonu 2 igerir)

Yikama Soliisyonu 3 : 1 sise ( Her sise 250 ml yikama soliisyonu 3 igerir)

Yikama Soliisyonu 4 : 1 sise ( Her sise 250 ml yikama soliisyonu 4 igerir)

Santrifiij tiipii

Sekil 4.19: POY tanisina yonelik gelistirilen prototip mikroarray CGH Kkiti.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda, POY’a neden olan aday genlerin bulundugu X ve otozomal
kromozomlar {izerindeki lokuslar1 c¢oklu kopyalar seklinde igeren POY’a 0Ozgiin bir
“mikroarray CGH” kiti gelistirilmesi amaglanmigtir. Bu dogrultuda toplam 413 klona ait (393
BAC klonu, 20 PAC klonu) DNA bdlgesini dortlii kopya icerecek sekilde tasarlanmis, kontrol
bolgeleriyle birlikte toplam 1824 spot iceren mikroarray lamlarmin dretimi

gergeklestirilmistir.

Baslangigta PAC kiitiiphaneleri ve PAC vektorleriyle yapilan ¢alismalar sonucunda, ve pek
cok dizileme merkezinden elde edilen verilere gore PAC klon dizilemesinin BAC klon
dizilemesine goére daha maliyetli oldugunu ortaya koymustur. BAC vektorleriyle
karsilastirildiginda; PAC vektorlerinin tasidigi insert boyutunun (7-8 kb), BAC vektorlerinin
tagidig1 insert boyutuna gore (100-150 kb) daha kiiclik olmasi, PAC klonlar1 i¢in bir
dezavantajdir (Frengen ve dig., 1999). Bu amagla tez ¢calismamizda POY a iliskin gen ve gen

dis1 bolgeleri igeren klon se¢iminde ¢ogunlukla BAC klonlar tercih edilmistir.

POY’a yonelik calismalarda; Aboura ve dig. (2009), genel 4500 BAC / PAC klonunu iki
kopyal1 igeren ticari genomik DNA arrayini (Integragen, Evry, France), Tachdjian ve dig.
(2008), 2500 BAC / PAC klonunu iki kopyalt iceren 1 Mb lik Spectral Genomics'™ genomik
DNA arrayini (Spectral Genomics™, Houston, TX, USA) kullanmislardir. Ticari satilan
genomik DNA arraylerini kullanan bu ¢aligmalarda; mikroarray CGH ¢aligmalar1 sonucunda
belirlenen patolojik “Kopya Sayis1 Degisimleri (CNV)”, CNV veritabanlarinda arastirildiktan
sonra calisma sonucuyla ilgili degerlendirmeye gidilebilmistir. S6zkonusu ¢alismalarda
hedefe yonelik arrayler kullanilmamistir. Bu tez calismasinda ise hedefe yonelik array
tasarlanarak tretilmis ve POY’a 6zgli hedef bolgeleri tasiyan genomik klonlara ait CNV
bilgisi, kontrol populasyonlardan elde edilen fenotipik olarak normal bireylere ait DNA

ornekleriyle calisilmistir. Mikroarray CGH ¢alismalarina gére CNV verileri kayith “Database
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of Genomic Variants” veritabaninda arastirilarak (http://projects.tcag.ca/variation), patolojik

CNV olarak simiflandirilan klonlar secilmistir. Boylelikle tasarlanan mikroarrayde potansiyel

CNV riski elimine edilmistir.

Nitekim, Yu ve dig. (2003) tarafindan 1p36 bolgesindeki kopya sayist degisikliklerini
incelemek amaciyla 144 BAC / PAC klonundan olusan hedefe 6zgili, 1p36 mikroarrayi
gelistirmistir. Insana ait 1p36 arrayini olusturmak icin; 1p36 kromozomal bdlgesine iliskin 97
klon, 24 kromozomun subtelomerik bolgelerini tasiyan 41 klon, X ve Y kromozomlar1 i¢in de
3’er klon kullanilmistir. Bizim c¢alismamizda da; 413 klondan 135’1 X kromozomuna ait
genomik klonlari, geri kalan1 ise 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21.
kromozomlarda POY ile iliskili bulunmus ya da POY’a aday gosterilen gen ve gen disi
bolgeleri tasiyan genomik klonlar1 igermektedir. Ayrica kontrol amagh Y kromozomuna ait

BAC klonlar1 da yer almaktadir.

Klon sayisinin hedefe yonelik olarak sinirlandirilmasi triin maliyetinin diisiirilmesini
saglamaktadir. CNV riski icermeyen kromozom bdlgelerini icermesi de kullanim kolayligi ve
giivenligini artirmaktadir. Bunlar da iiriiniin ticarilesme potansiyelini artirmakta ve gelecekte

tan1 amagli olarak kullanilabilmesinin yolunu agmaktadir.

Genomik DNA arraylerinin {liretim asamasinda genomik klonlara ait hedef DNA’larin
cogaltilmasi i¢in farkli stratejiler kullanilmaktadir. Bu stratejiler arasinda ligasyon aracili PCR
(Snijders ve dig., 2001), Phi29 (®29) DNA polimerazini kullanan yuvarlanan halka (“rolling
circle amplification” RCA) PCR (Buckley ve dig., 2002) ve standart DOP-PCR primeri
6MW’nin bir amin ile modifiye edilmis seklinin kullanildig1 “degenerate oligonucleotide”
PCR (DOP-PCR) (Hodgson ve dig., 2001) yer almaktadir. Fiegler ve dig. (2007) yaptiklar
calismada, insan genomik DNA’simi ii¢ farkli DOP-PCR primeri kullanarak iic PCR
reaksiyonu ile hedef DNA’larin ¢ogaltilmasini gerceklestirmislerdir. Bu tez caligmasinda,
isaretleme reaksiyonunun verimliligini arttirmak igin test ve referans DNA’larin restriksiyon
endonukleazi ile kesime ugratilip, saflagtirma kiti ile temizlenmesi sonucu yapilan florometrik
tayinde, baglangigtaki DNA miktarinda kayip oldugu ve eldeki DNA’nin isaretleme
reaksiyonu icin yeterli konsantrasyonda olmadigina karar verildi. Bu amagcla restriksiyon
kesimi ile DNA fragmentasyonu yerine, az miktarda DNA 06rnegi ile DNA’nin ¢ogaltildigi
DOP-PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Bundan sonraki asamada, DNA c¢ogaltimi sirasinda
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isaretleme reaksiyonunun da gergeklestirildigi protokoliin optimizasyon ¢aligmalar1 hedefler

arasindadir.

Dean ve dig. (2001), vektor DNA’sinin (M13, plazmid DNA) tek bir koloniden ya da plaktan
cogaltilabilmesi i¢in donen halka amplifikasyonu (RCA) metodunu tanimlamislardir. Coklu
primerli (“multiply-primed”) RCA modeli, ®29 DNA polimeraz1 ve rastgele primerler
kullanarak DNA c¢ogaltilmasinda 10,000 kat basar1 saglamistir. RCA yoOntemi, halkasal
DNA’nin hiicre ya da plakdan dogrudan ¢ogaltilmasini saglayarak DNA dizilemesinde, prob
olusturulmasinda ya da klonlamada kullanilabilecek yiiksek kalitede kalip DNA’y1 olusturur.
Bu tez calismasinda BAC / PAC klonlarina ait DNA’nin c¢ogaltilmasinda kalip DNA’dan
ayrilmadan zincirler arasi yer degisimiyle DNA sentezini 70,000 nt den daha fazla
gerceklestirebilme kapasitesine sahip (Blanco ve dig., 1989) ®29 DNA polimerazini i¢eren
[llustra GenomiPhi V2 DNA Amplifikasyon Kiti (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
kullanildi.

Array iiretimi ¢aligsmalarinda, BAC / PAC DNA konsantrasyonunun belirlenmesinde Yu ve
dig. (2003) florometrik tayinden yararlanmislardir. Diehl ve dig. (2001) de, DNA
mikroarraylerinin iiretiminde DNA konsantrasyonunu floresan bir boya olan Hoechst-33258
varliginda florometrik tayinle belirlemislerdir. Bu tez calismasinda da BAC / PAC klonlarina
ait DNA oOrneklerinin ¢ogaltim1 gergeklestirildikten sonra, DNA konsantrasyonunun
esitlenmesi i¢in mikroarray gelistirilmesi asamasinda spektrofotometrik ve florometrik
tayinlere yonelik ¢alismalar yapildi. Spektrofotometrik tayin sonucu elde edilen verilerle
florometrik tayin ile elde edilen degerler karsilastirildiginda florometrik yontemin DNA
konsantrasyon tayininde daha hassas oldugu saptanarak bu asamadan itibaren DNA
konsantrasyon tayininde, ortamdaki c¢ift iplikli DNA’y1 (dsDNA) pikogram diizeyinde

belirleyebilme hassasiyetine sahip “PicoGreen” ajani kullanildi.

Array Tlretiminde DNA spotlamasinda kullanilan c¢esitli ticari robotlar mevcuttur. Bu
robotlarda DNA oOrneklerinin spotlanmasi igin genellikle cam kapiller, metal igneler (split
metal pin) ya da seramik igneler kullanilmaktadir. Her robot, iiretici tarafindan belirtilen
sekilde kendine 6zgii spotlama protokollerine sahiptir. Bunun disinda, spotlama tamponunun

icerigi ve konsantrasyonu secilen mikroarray lamlarinin yiizey kimyasiyla iliskilidir. Array
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tiretiminde genellikle DNA ve cam yilizey arasindaki iyonik etkilesime katki saglayan

aminosilan, poli-L-lizin ya da krom-kapli mikroskop lamlar1 kullanilir.

Fiegler ve dig. (2007) yaptiklar1 caligmada array spotlamasinda Microgridder II (Biorobotics)
mikroarray yazictyt ve amin-modifiye DNA’nin kovalent olarak baglanmasini saglayan
reaktif ester gruplarini igeren hidrofilik polimerle kapli “CodeLink activated slides (GE
Healthcare)” mikroarray lamlarin1 kullanmiglardir. Yu ve dig. (2003) insana 6zgii “I1p36”
arraylerinin basiminda “OmniGrid Accent Microarrayer” (GeneMachine) kullanarak,
alkalin/asit temizlenmis ve Bis (Triklorosilil) oktan ile muamele edilmis cam lam iizerinde
gerceklestirmiglerdir. Diehl ve dig. (2001) de DNA mikroarrayleri igin poli-L-lizin kapli lam
ile aminosilan kapli (CMT-GAPS™, Corning, USA) lamlar kullanmislardir. DNA
spotlamasini tekli SMP3 pin (TeleChem International Inc., Sunnyvale, USA) kullanarak
SDDC-2 DNA Micro-Arrayer (Toronto, Canada) robotu ile gergeklestirmislerdir. Spotlama
tamponu olarak 3XSSC, 3XSSC / betain ve ticari iiriin olan “Arraylt™ micro-spotting
solution” (TeleChem International) test edilmistir. Dort kopyali basilan spotlarin sinyal : arka
plan kirliligi (noise) oranlar1 hesaplandiginda 3XSSC / betain i¢in 0.7 (+ 0.2), 3XSSC i¢in 5.1
(+ 0.8) ve ArrayIt™ spotlama tamponu i¢in 10.5 (£ 1.5) sinyal etkinlik orani hesaplanmustur.
Bu tez ¢aligmasinda da, 50 pl son hacimde 500, 1000, 1500 ng/ml konsantrasyonda 3XSSC,
3XSSC / %50 DMSO ve CapitalBio DNA Spotting Buffer™ (Pekin, Cin) ile sulandirimi
yapilan DNA &rnekleri aminosilan kapli CapitalBio OPAminoSlide™ (Pekin, Cin)
mikroarray lamlarina tek metal pinle PersonalArrayer V16 (CapitalBio-Pekin, Cin)
mikroarray yazici kullanilarak array lamma dért kopyali olacak sekilde basildi. Uretimi
gerceklestirilen mikroarray lamlarina basilan spotlar; kalite kontrol caligmalari kapsaminda
boyut, sekil, homojenite ve sinyal kalitesi bakimindan karsilastirildiginda “CapitalBio DNA
Spotlama Tamponu (Pekin, Cin)” kullanilarak 1000 ng/ml konsantrasyona sulandirilarak

basilmis spotlarin uygun olduguna karar verildi.
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Array-CGH calismalarinda test (hasta DNA’s1) ve referans genomik DNA’siin farkli renkte
isaretlenmesinde genellikle Cyanine3 dCTP (Cy3) ve CyanineS dCTP (Cy5) florokromlari
kullanilmaktadir. Iyi bir isaretleme ve hibridizasyon sonucu elde edebilmek icin yiiksek
kalitede (280/260 >1.8) ve esit konsantrasyonda genomik DNA’ya gereksinim duyulmaktadir.
Isaretleme reaksiyonlarinda genel olarak tercih edilen yaklasim, rastgele secilmis primerlerle
isaretleme ile Cy-boyalarinin genomik DNA’y1 isaretlemesidir. Cy3 ve Cy5, DNA
isaretlemesinde en sik kullanilan florokromlar olmasina ragmen her iki boya da yiiksek ozon

ya da nem diizeyi gibi ¢evresel kosullara olduk¢a hassastirlar (Fare ve dig., 2003).

Array lamlarinda CGH calismas1 i¢in test ve referans genomik DNA’sinin farkli renkteki
florokromlarla isaretlenmesinde Yu ve dig. (2003) “BioPrime DNA Labeling kit” (Invitrogen)
kullanarak Cy3-dCTP ve Cy5-dCTP (NEN) ile isaretleme yapmiglardir. Array hibridizasyonu
icin 250 ng konsantrasyondaki isaretlenmis genomik DNA ornekleri ~50 pg insan Cot-1
DNA’s1 varliginda birlikte ¢oktiiriilmiis ve pellet; %50 formamid, 2XSSC, %10 dekstran
stilfat, %0.2 SDS ve “ULTRAhyb buffer” (Ambion) igerikli hibridizasyon tamponunda
sulandirilarak mikroarraye hibridize edilmis ve 37°C de 22-26 saat inkiibasyona birakilmistir.
Tachdjian ve dig. (2008) de referans ve test DNA’sinin Cy3 ve Cy5 ile isaretlenmesinde
“Invitrogen BioPrime random labeling kit” kullanmislardir. 50 pg insan Cot-1 DNA’s1 ve 30
ug Salmon sperm DNA’s1 varliginda isaretlenmis DNA Ornekleri mikroarrayde 37°C de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Aboura ve dig. (2009), test ve referans DNA’larinin Cy3 ve
Cy5 ile isaretlenmesinde “BioPrime random labeling kit (Invitrogen, San Diego, CA)”
kullanmiglardir. Isaretlenmis test ve referans DNA’s1 50 ug insan Cot-1 DNA ve 30 pg
Salmon sperm DNA varliginda bir araya getirilmis, tekrarlanan dizilerin bloke edilmesi

sonrasinda 37°C de 48 saat hibridizasyona birakmiglardir.

Tez calismamizda, test ve referans DNA’nin isaretlenmesinde Cy3-dUTP ve Cy5-dUTP
nukleotid karisimi (Enzo Life Sciences) ile BioPrime random labeling kit (Invitrogen)
kullanildi. Isaretlenmis DNA 6rnekleri, Medimiks AR-GE Laboratuvarinda daha once
yiriitilen EUREKA ve TEYDEB projeleri kapsaminda gelistirilmis olan Hibridizasyon
Tamponu 1 varliginda ¢oktiiriiliip, Hibridizasyon Tamponu 2 (20XSSC, % 1 SDS ve dig.
bilesenleri iceren) ile sulandirilip mikroarray lamina uygulandi ve tekrarli diziler bloke

edildikten sonra 37°C de 16 saat inkiibasyona birakildi. Hibridizasyon sonrasinda yine
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Medimiks AR-GE Laboratuvarinda gelistirilen Yikama Tamponlart ile array {iizerinde
hibridizasyona ugramamis bilesenlerin uzaklastirilmas: i¢in yikama asamasindan gegirilip
kurutuldu. Hibridizasyon sonrasi yikamasi yapilip kurutulan mikroarray lamlari, LuxScan™

10K (CapitalBio-Pekin, Cin) mikroarray tarayicida tarandi.

Yu ve dig. (2003)’nin gerceklestirdigi array CGH caligmasinda, fenotipik olarak normal bir
erkek ve normal bir kadina ait periferik kandan izole edilmis genomik DNA, referans olarak
kullanilmistir. Tachdjian ve dig. (2008), Aboura ve dig. (2009) yer aldiklar1 ¢aligmalarda
referans DNA olarak bilinen kromozomal bir dengesizligi olmayan erkek / kadin genomik
DNA’larin1 kullanmiglardir. Calismamizda kontrol amaciyla array iizerine yerlestirilen ve Y
kromozomuna iligkin bolgeleri iceren spotlar iizerine beklendigi gibi yalmizca yesil renkli
hibridizasyon izlenirken; kontrol DNA’sinin igerdigi tek bir Y kromozomunun spot iizerinde
anlamli bir yesil renk olusturmadigi ve arka plan renginden ayirdedilemedigi tespit
edildiginden ¢aligmamizda tasarlanan array igerigindeki spotlarin biiylik bolimiiniin X
kromozomuna iligkin bdlgeleri icermesi nedeniyle bundan sonraki g¢alismalarda kontrol
(referans) DNA’s1 olarak NORMAL XX 06rnegi kullanilmasinin daha anlamli olacagi
degerlendirildi.

Portnoi ve dig. (2006) tarafindan yapilan calismada, 90 POY’lu kadm ile 20 kontrol
karsilagtirilmistir. Periferik kan Orneklerinden standart sitogenetik metodlariyla metafaz
kromozomlar1 hazirlanmistir. Prematiir ovaryum yetmezliginde kritik 6neme sahip Xq
kromozomal mikro-diizenlenmelerin saptanabilmesi i¢cin Xq13-q27 bolgelerini igeren secilmis
30 bakteriyal yapay kromozom (BAC) ve P1 yapay kromozom (PAC) klonlar1 kullanilarak
FISH analizi gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak 90 hastanin %38.8’inde kromozomal
anormallikler saptanabilmis ve Xq bdlgesini etkileyen submikroskopik kromozomal mikro-
diizenlenmeler FISH analiziyle elde edilememistir. DNA mikroarraylerinin kullanilmasiyla
POY’da yer alan kritik Xq bolgelerinin belirlenmesine yardimer olabilecegi ongdriilmiistiir

(Portnoi ve dig., 2006).
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Tachdjian ve dig. (2008) tarafindan yapilan calismada POY’la iliskili X kromozomu
delesyonlariin karakterize edilebilmesi i¢in yiiksek ¢Oziiniirliikte genom analizi yapilmstir.
Calismada, geleneksel sitogenetik yontemlerle terminal Xq delesyonlar1 belirlenmis 3 POY
hastas1 yer almistir. 1 Mb ¢oziiniirliikte array CGH ve FISH teknigi kullanilmistir. Mikroarray
CGH ve FISH calismalar1 sonucu ii¢ delesyon (del(X)(q21.2), del(X)(q21.31) ve
del(X)(q22.33)) karakterize edilmistir. Mikroarray CGH, del(X)(q21.31)’in SHOX (Short
Stature Homeobox Gene) genini igeren Xpter duplikasyonuyla iliskili oldugunu géstermistir.
Bu caligma, POY hastalarinda mikroarray kullanimina yonelik ilk ¢alismadir. Bu ¢alismada
otozomlara ait delesyon ve duplikasyonlar ele alinmamis olup, olast X kromozomu
delesyonlarmin duplikasyon gibi diger kromozomal dengesizliklerle iliskili olabilecegi

gosterilmistir (Tachdjian ve dig., 2008).

Aboura ve dig. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada POY tanist almis 99 kadinda geleneksel
karyotip analizi ve 4500 BAC klonundan olusan DNA mikroarrayi uygulanmistir. 3’4 X

kromozomu, 28’1t otozomal kromozomlar iizerinde olmak {izere toplam 31 CNV

belirlenmistir. Veriler, “Database of Genomic Variants” (http://projects.tcag.ca/variation)
veritabaninda kontrol popiilasyonlarla karsilastirildiginda istatistiksel dneme sahip 8 farkl
kromozomal bélgede (1p21.1, 5p14.3, 5q13.2, 6p25.3, 14q32.33, 16pl11.2, 17q12 ve Xq28)
CNV saptanmistir. Beyaz irk POY hastalar1 arasinda yapilan bu calisma, genis toplulukta
CNV analizine yonelik rapor edilen ilk ¢alismadir. Rapor edilen 8 CNV iginde iiremede rol

alan 5 POY aday geni bulunmustur.

Bizim calismamizda POY tanisi almis bir hasta kullanilmis ve mikroarrayimiz iizerinde yer
alan POY’a spesifik herhangi bir bolgede kopya sayist degisikligi gozlenmemistir. Hastada,
annesindeki “ataxia cerebellosa” Oykiisli nedeniyle POY gelismis olabilecegi gibi; bu hasta,
patolojik CNV igermeyen POY olgularindan biri olarak da kabul edilebilir. Nitekim, Aboura
ve dig. (2009) calismasinda, POY tanisi almis 99 kadinda yapilan ¢alismada sadece 31 CNV
bulunmus bunun da 8 tanesinin yani yaklasik dortte bir kadarmin patolojik oldugu
degerlendirilmistir. Bu sonug, Portnoi ve dig. (2006) tarafindan yapilan calismada, 90

hastanin %8.8’inde kromozomal anomalilerin saptanabilmis olmasi ile uyumludur.
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Bu tez calismasinda gelistirilen mikroarray ile diger ¢calismalarda kullanilan sayida POY tanisi

almis hasta 6rnegiyle tarama yapilmasi durumunda benzer oranlar beklenmelidir.

Burada {izerinde durmak istedigimiz 6nemli bir nokta ise Aboura ve dig. (2009)’nin 4500
farkli BAC klonu igeren mikroarrayle c¢aligmasinda bulunan CNV’lerin dortte iiciliniin
patolojik olmayip, polimorfik degisiklikler olmasidir. Bu durum, mikroarray tasariminin
oncesinde “Database of Genomic Variants” veritabanindan arastirma yapilmasinin dnemini
gostermektedir. Boylelikle hem calisma sonunda kullanici tarafindan tekrar tarama yapilmasi
zorunlulugunu ortadan kaldirdigindan analiz siiresi kisalmakta hem de daha az sayida fakat
anlamli klon kullanilmasi nedeniyle mikroarray maliyeti azalmaktadir. Nitekim bizim
gelistirdigimiz mikroarray hem POY hastaligina spesifik kromozomal bolgelerden olugsmasi
bakimindan, hem de CNV taramas1 yapildiktan sonra iiretildiginden; analiz stiresi diger genel

amagli mikroarraylerden kisa ve maliyeti de daha diisiiktiir.

Sonug olarak, bu tez calismas1 kapsaminda POY’a aday gosterilen gen ve gen dis1 bolgeleri
coklu kopyalar halinde iceren POY’a 6zgiin bir “mikroarray CGH” kiti gelistirildi. POY tanis1
almis hasta ve saglikli kontrol bireylere ait DNA oOrnekleriyle yapilan array CGH ¢aligmast
sonucunda, hibridizasyonun elde edilmesiyle iiretimi ger¢eklestirilen mikroarray lamlarinin
calistig1 gosterilmis oldu. Genomik klonlarin “Database of Genomic Variants” veritabaninda
CNV verileri taranarak secilmis olmasi, potansiyel CNV riskini ortadan kaldirmis oldu. Bu
ozelligiyle de kullanim kolayligi ve gilivenligini arttirarak, iriiniin gelecekteki ticarilesme
potansiyelinin yolu ag¢ilmis oldu. Bundan sonraki asama, POY tanisi almig genis hasta
gruplarinda yapilacak tarama calismalari ile Tiirk toplumundaki POY etiyolojisi ve goriilme
sikligina yonelik bilgilerin elde edilmesi agisindan katki saglayacaktir. Bunun yanisira
prototipi gelistirilen iirlin, infertilitenin erken ve Onemli etkenlerinden biri olan ailesel
POY’un erken tanisina ve erken menopozun Onceden belirlenmesine firsat verip, oosit
vitrifikasyonu, embriyolarin dondurulmasi ya da daha erken yasta ¢ocuk sahibi olma gibi
seceneklere olanak taniyacaktir. Bu yonleriyle diinyada iiriiniin bir esdegeri bulunmamakta
olup, infertilite alaninda tanisal ve prognostik yonleriyle yaygin olarak kullanilabilecek bir in

vitro diagnostik test olmaya adaydir.
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