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OZET

Ergin, S. Fetal merkezi sinir sistemi anomalilerinde submikroskobik kromozom
anomalilerinin molekiiler tekniklerle arastirilmasi. Istanbul Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Genetik ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul. 2012.

MSS anomalileri, tiim konjenital anomaliler arasinda en sik goriilen ve en agir
seyreden anomalilerdir ve yaklasik olarak 100 canli dogumda bir goriilmektedir. Cogu
MSS anomalisinin etiyolojisi tam olarak bilinmese de ¢ogu bazi 6zgiin kromozom
anomalileri ile iliskilendirilmektedir. ~Yapilan c¢aligmalarin sonucunda MSS
malformasyonlarma bagli kromozom anomalilerinin oraninin %5 ile %50 arasinda
oldugu goriilmiistiir.

Klasik sitogenetik yontemler ile sayisal ve 5-10Mb"a kadar yapisal kromozom
anomalileri taninabilmektedir. Son 10 yilda ise klasik sitogenetik yontemler ile tespit
edilemeyen 5Mb’dan kiiciik olan submikroskobik degisimlerin tanisinda FISH, MLPA,
CGH ve mikroarray teknikleri gibi yeni teknikler kullanilmaya baslanmustir.

A-CGH, genomik diizensizlikleri DNA diizeyinde ve tiim genom boyunca
saptayabilen yeni bir tekniktir. Bu yontem 50-100Kb arasinda degisen kopya sayisi
degisiklerini saptayabilmesi, metafaz plagina gerek duyulmamasi, calisma i¢in az
miktarda DNA 0Orneginin yeterli olmasi acisindan klasik kromozom analiz tekniklerine
gore avantaj saglamaktadir.

Bu caligmada, fetal USG’de MSS anomalisi saptanan ancak klasik sitogenetik
analizler ile herhangi bir kromozom anomalisi gosterilemeyen 20 olgudan invazif bir
girisimle elde edilen doku 6rneklerinde (AS, FKO ve KVO) submikroskobik kromozom
anomalilerinin A-CGH yOntemi ile arastirilmas: amag¢lanmagtir.

20 olgunun 3’iinde submikroskobik kromozomal bir degisim saptanmistir. Bu
degisimlerden sadece biri olgunun (olgu 1) USG bulgular: ile uyumlu bulunmustur.
Geri kalan 2 degisimden birinde parental orjin ¢aligmasi yapilamadigmdan klinik 6nemi
aciklanamamustir. Diger olgudaki degisimin ise paternal kalitimli ailesel bir varyant
oldugu kanisina varilmastir.

Literatiirde farkli calisma gruplarinda secilen olgu ve kullanilan array formatina
gore saptanan anomali siklig1 %1.8’ten %13.3’e kadar farklilik gostermektedir. CNV
sikliklar1 ise %?2-61 arasinda degismektedir. Bizim c¢alismamizda da 20 olguluk
serimizde klinik olarak anlamli anomali oran1 %35 olarak saptanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Fetal merkezi sinir sistemi anomalileri, submikroskobik kromozom
anomalileri, Array-CGH

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Ergin S. Investigation of submicroscopic chromosomal abnormalities in fetus with
central nervous system anomalies by molecular techniques. Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Medical Genetics. Master Thesis. Istanbul.
2012.

Congenital malformations of central nervous system (CNS) are the most
common birth defects with a prevalence of about 1%. Although the etiology of most
CNS malformations remains unknown, some CNS malformations are associated to
specific chromosome anomalies. Previous studies showed that the incidence of
chromosome abnormalities related to CNS malformations is between 5 - 50%.

Conventional karyotyping enables to detect aneuploidies, large duplications, and
deletions of at least 5-10Mb along with the structural rearrangements. In the last decade,
FISH, MLPA, CGH and microarray techniques made it possible to detect the
submicroscopic imbalances (<5 Mb).

A-CGH is a new technique which can detect the genomic imbalances in DNA
level and from all genome. This technique have a lot of advantages compared to
classical chromosome analysis techniques on handling and also on the achieved results
since former can detect copy number changes between 50-100Kb.

In this study, it is aimed investigation of submicroscopic anomalies by
microarray technique to the materials (amniocentesis (AC); Chorionic Villus Sampling(
CVS); Fetal blood sampling (FBS) obtained by invasive technique from 20 cases,
which shows normal chromosome in conventional cytogenetic analysis and which has
CNS anomaly diagnosed by fetal USG.

In 3 of these 20 cases it was detected submicroscopic chromosome
abnormalities. Just one of these abnormalities is concordant with USG findings. In one
of the others cases the clinical significance could not be explained because the parental
origin test could not be performed. In the other case it was concluded the heredity is a
paternal variant.

In the litterature the abnormality rate, which is detected from chosen case or
used array format in different study groups, is detected from 1.8% to 13,3%. In our
study the clinically significant abnormality rate is detected 5%.

Key Words: Fetal central nervous system anomalies, submicroscopic chromosomal
abnormalities, A-CGH

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 19666 and 17648



1. GIRIS VE AMAC

Her yiiz yeni doganmn 3’iinde goriilen konjenital malformasyonlar yeni dogan
mortalite ve morbiditesinin en dnemli nedenlerinden biridir. Goriintiileme tekniklerindeki
gelismeler bu malformasyonlarm 6nemli bir kismmin gebeligin herhangi bir evresinde
ultrasonografi ile tannabilmesine olanak saglamaktadir. Konjenital malformasyonlarin
etiyolojisinde genetik faktorler ¢ok Onemli bir yer tutmaktadir. Genetik faktorler icinde
kromozom anomalileri, tani testlerinin varligi ve 60’lardan giiniimiize ilerleyen zamanla
duyarlilig1 artan testlerin gelistirilmesi uygulamaya konmasi ile 6zel bir konumdadir.

Kromozom anomalilerinin tanisina yonelik testlerin invaziv girisimler ile elde
edilen fetal doku orneklerinde de yapilabilir olmasi taninin intra uterin donemlerde hatta 1.
trimesterde dahi konulabilmesine olanak saglamaktadir. USG ile multipl konjenital
anomali saptanan fetuslarda kromozom anomali siklig1 %18-29 olarak verilmektedir
(Breman ve ark., 2012).

Fetal ultrasonografide (USG) artan deneyimlerle bazi 6zgiin USG bulgular: ile
ozgiin kromozom anomalileri arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir. Ornegin, USG’de
holoprozensefali, omfolosel ve polidaktili saptanmasi durumunda trizomi 13 ilk olarak
diisiiniilmesi gereken kromozom anomalisidir. Ancak her bulgu i¢in 6zgiin bir kromozom
anomali birlikteliginden s6z edilemez. Fetal evrede saptanan kromozom anomalilerinin
Oonemli bir boliimiinii andplodiler olusturmakla birlikte yapisal kromozom anomalileri de
s0z konusudur. Sayisal ve >5 Mb lik yapisal anomaliler mikroskop altinda taninabilirler.
Ancak, submikroskobik kromozom anomalileri ya 0zgiin bir bulgu ile 6zgiin problar
kullanilarak ya da subtelomerik anomaliler gibi tarama yontemleri gibi FISH teknikleri
kullanilarak taninabilirler. Herhangi bir anomali saptanmamasi ve ©zgiin bulgularin
olmamasi1 durumunda ise 6zellikle kromozom anomalileri ac¢isindan yiiksek riskli patolojik
USG bulgusu saptanmis fetuslarda klasik teknikler ile gosterilemeyecek submikroskobik
dengesiz degisimlerin arastirilmasinda kullanilacak teknikler giiniimiizde ©Onemli bir
caligma alandir.

Standart sitogenetik teknikler, Smb’dan daha kii¢iik olan kromozom anomalileri ile
subtelomerik yeniden diizenlenmelerin tanisinda yetersiz kalmaktadir. Son dekatta yiiksek
riskli grupta olas1 submikroskobik degisimlerin tanisinda floresan in situ hibridizasyon
(FISH), multiplex ligation-depent probe amplification (MLPA), comparative genomic
hybridization (CGH) ve mikrodizin gibi tekniklerinin etkinligi arastirilmustir. Ozellikle



postnatal olgu gruplarinda daha yogun olarak kullanilan bu tekniklerin prenatal uygulama
sonuclar1 konusunda heniiz yeterli deneyim bulunmamaktadir. Mikrodizin tabanlt CGH (a-
CGH), karsilastirmali genom hibridizasyon analizlerini mikroarray teknolojisiyle
birlestiren ve genomik dengesizlikleri DNA diizeyinde tanimlayan yeni bir tekniktir. Bu
yontem birden fazla genomun birbirleri ile karsilastirilabilmesine olanak saglamasi,
metafaz plagina gerek duyulmamasi, az miktarda DNA Orneginin yeterli olmas: ve DNA
tizerindeki tek baz degisikliklerini bile saptayabilmesi acgisindan prenatal tani
caligmalarinda postnatal tanida oldugu gibi avantaj saglamas1 beklenen bir tekniktir.

MSS anomalileri, insidans1 100 canli dogumdan 1’inde goriilecek kadar yiiksek
olabilirken en az dogumda goriilme siklig1 kadar spontan abortuslarda da karsimiza
cikmaktadir. Pek ¢ok kromozom anomalisinin MSS anomalilerine yol a¢tig1 bilinmektedir.
Ornegin holoprozensefali trizomi 13 ve 18 ile, lizensefali 17p13.3 mikrodelesyonu ile
iligkilidir. MSS anomalilerinde kromozom anomalisi goriilme oranit %5 ile %50

arasmdadir.

Prenatal donemde izole MSS anomalisi olan olgu bazinda yapilmis calismalar
disinda, literatiirde molekiiler karyotipleme teknikleri kullanilarak, tiim MSS anomalilerini
kapsayan bir seri c¢alismasina rastlanmamistir. Bu nedenle bu calisma, MSS anomalili

olgularda molekiiler karyotipleme yontemiyle arastirilan ilk seri ¢caligmasidir.

Bu calismada, fetal USG’de MSS anomalisi (Ventrikiilomegali, Holoprozensefali,
Dandy Walker Malformasyonu, Korpus Kallosum Agenezisi, Lizensefali, mikrosefali,
hidrosefali, Spina Bifida, Koroid Pleksus Kisti gibi) saptanan ve invazif bir girisimle elde
edilen dokularda yapilan kromozom analizinde 500-550 bant diizeyinde herhangi bir
kromozom anomalisi gosterilemeyen olgularin yedek materyallerinde (Amniosentez(AS);
Korion Villus Orneklemesi (KVO); Fetal Kan Orneklemesi (FKO)) molekiiler
karyotipleme teknigi ile olas1 submikroskobik anomalilerin arastirilmasi ve teknigin, bu tiir

olgulardaki etiyopatogenezin aciklanmasindaki etkinliginin degerlendirilmesi amaclandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. SINIR SISTEMi

Sinir Sistemi, noron adi verilen Ozellesmis hiicrelerin olusturdugu yaygin ag
araciligl ile organlar arasi iletisimi saglayan, sinyallerin viicutta farkli bolgelere iletimini
diizenleyen bir sistemdir. Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi

olmak iizere iki kistmdan olusmaktadir (News Medical).

2.1.1. Merkezi Sinir Sistemi
Merkezi sinir sistemi (MSS), viicut i¢inden ya da disindan gelen uyarilar1 duyu
noronlar: ile algilayan, degerlendiren ve gerekli emirleri ilgili dokulara ya da organlara

motor noronlari ile gonderen sinir sistemi boliimiidiir (Cankur, 2001)

MSS, MSS’nin yonetim merkezi olan beyin ve viicut ile beyin arasindaki iletigimi
saglayan medulla spinalis olmak iizere 2 ana boliimden olugsmaktadir (Kimball's Biology

Pages).

2.1.2. Merkezi Sinir Sistemi Embriyolojisine Genel Bakis

Embriyonik yasam, uterin tiiplerde sperm ile oositin bir araya gelerek zigotu
olusturmasi ile baglar (Moore ve Persaud, 2007). Zigot olustuktan sonra hiicrenin
yiizeyinde sitoplazmay1 ikiye aywran derin bir yarik olusur. Buna 2 hiicreli evre denir.
Zigot bu evrede bir seri mitotik boliinme gecirerek blastomer evresini olusturur.
Fertilizasyonu takip eden 3. giinde blastomer sayis1 16’ya ulasir ve bu evre morula olarak
adlandirilir (http://en.wikipedia.org/wiki/Morula). Morula dollenmeden yaklasik 4 giin
sonra yumurtalilk kanalindan gecerek uterusa ulasir. Bu sirada blastomerlerin arasina
uterustan zona pellisuday1 gecerek gelen sivi girer ve bunun sonucu i¢ tarafta sivi dolu bir

bosluk olusur ve bu asamaya blastosist ad1 verilir (sekil 2-1).
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Sekil 2-1: Birinci haftada ovaryan siklus, fertilizasyon ve insan gelisiminin 6zeti
Moore ve Persaud, (2007)’den

I¢ hiicre kitlesi embriyoblast dis hiicre kitlesi de trofoblast olarak adlandirilan
blastosist uterus mukozasina implante olur. Implantasyondan sonra embriyoblast
tabakasindan epiblast ve hipoblast olmak iizere iki tabaka gelisir (Moore ve Persaud,
2007). Hipoblast tabakasindan yolk kesesi gelisirken, etrafi amnion ile sarili olan epiblast
tabakas1 amnion boslugunun tabanim olusturur. Epiblast hiicrelerinden tiim embriyonik
dokularin kaynagi olan ve gastrulasyon olarak adlandirillan ii¢ germ tabakasi endoderm,

mezoderm ve ektoderm gelisir (Sadler, 2009).

Ugiincii haftanin baglangicinda epiblast hiicrelerinin cogalmasi ve embriyonun orta
hattina dogru gogii sonucu primitif ¢izgi olusur. Hiicre ¢ogalmasi ile primitif ¢izginin
kranial ucunda primitif diigiim olusurken, primitif ¢izgide primitif oluk denilen dar bir
yap1 olusur. Primitif oluk, primitif diiglimde olusan ve primitif cukur denilen bir ¢okiintii
ile devam eder. Epiblast hiicreleri primitif ¢izgi boyunca ilerleyerek primitif diigiim ve
cukurdan kraniyale dogru go¢ ederek notokord uzantisi olarak bilinen hiicresel bir kordon

olustururlar (Sekil 2-2). Notokord geliserek iistiinde uzanan embriyonik ektodermin



kalinlagsmasini ve merkezi sinir sisteminin primordiumu olan néral plagin olusumunu

uyarir (Moore ve Persaud, 2007).
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Sekil 2-2: Dorsal goriiniimde embriyonik diskin tiglincii hafta sirasinda uzamasi ve sekil
degistirmesi, Moore ve Persaud, (2007)’den

Sinir sistemi, embriyonik ektodermin kalinlagmis terlik-bi¢cimli noral plak kismindan
gelisir (sekil 2-3). Noral plaktan kdken alan noral tiip MSS’ni olusturan beyin ve medulla
spinalise farklilagir (Moore ve Persaud, 2007).
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Sekil 2-3: Noral plagin goriintimii, Purves ve ark.,
(2001)’dan

Norulasyon adi verilen noral tiip olusumu 22-23. giinlerde, 4.-6. somit ciftlerinin

bulundugu bolgede baslar (Sekil 2-4).
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Sekil 2-4: Noral tiip olusumu, LeVay ve Baldwin, (2009)’den

Norulasyon evresinde, noral plagin ve noral tiipiin kraniyal kismmin 2/3’i ve 4.
somit ciftinin kaudaline kadar olan kismi gelecekteki beyni, noral plagm ve tiibiin kaudal
kismimin 1/3’ii ise gelecekteki medulla spinalisi olusturur. Noral tiibiin duvari, beyin ve
medulla spinalisi olusturmak iizere kalinlasir, noral tiibiin noral kanali ise, beynin

ventrikiiler sistemine ve medulla spinalis’in santralina doniisiir (Moore ve Persaud, 2007).

2.1.2.1. Medulla Spinalisin Gelisimi

Dordiincii somit ¢iftinin kaudali medulla spinalis olarak gelisir. 9. ve 10. haftada
noral tiipiin yan duvarlar1 kalinlagirken, diger yandan medulla spinalisin santral kanalmi
olusturacak olan noral kanal yavas yavas kiiciiliir. Noral tiipiin duvarlarini olusturan kalin
psodostratifiye (yalanct cok kath epitel doku) silindirik noroepitel hiicreleri ventrikiiler
tabakay1 olustururlar. Buradan da medulla spinalisdeki tiim noronlar ve makrogliya

hiicreleri meydana gelir. Ventrikiiler tabakadaki bazi noroepitel hiicreleri, noroblast



denilen primordiyal ndronlara farklilagir. Bu hiicreler ventrikiiler ve marginal tabakalar
arasinda kalan intermediyat tabakayi olustururlar. Noroblastlar uzantilarin gelisimi ile

birlikte néronlara doniisiirler (sekil 2-5).
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Sekil 2-5: Medulla spinalisin gelisimi, Moore ve Persaud, (2007)’den

2.1.2.2. Beyin Gelisimi
Dordiincii somit ciftlerinin rostralinde kalan noral tiip, beyni olusturmak iizere

geligir. Noral tiipiin sefalik ucunda, noral katlantilarin birlesmesi ve rostral noroporun

kapanmasiyla beyinin gelisecegi, on beyin vezikiilii prozensefalon, orta beyin vezikiilii

mezensefalon ve arka beyin vezikiili rombensefalon olmak iizere ii¢ primer beyin

vezikiilii olusur. Besinci hafta icinde on beyin iki sekonder beyin vezikiilii olan
telensefalon ve diyensefalon’a ayrilir. Mezensefelon boliinmez, rombensefalon da iki
sekonder vezikiil olan metensefalon ve miyelensefalona ayrilir (Sekil 2-6) (rosswiki2008:

Development of Nervous System).
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Sekil 2-6: Beyin gelisiminin anatomisi; primer ve sekonder beyin vezikiilleri, rosswiki (2008)’den
2.1.2.2.1. Prozensefalon

Prozensefalon, telensefalon ve diyensefalon olmak iizere 2 sekonder beyin
vezikiiliine ayrilir.

Telensefalon, serebral hemisferlerin primer sekli olan, serebral vezikiil olarak
adlandirilan 2 lateral diventrikiil ve bir orta boliim yani lamina terminalisden olugsmaktadir
(Sadler, 2009). Serebral hemisferler, yaklasik 200 milyon akson igerigi ile beyindeki en
biiytik lif demetini olusturan korpus kallozum denen yapi ile birlesirler (Sekil 2-7)
(Schell-Apacik ve ark., 2008). Korpus kallozum gebeligin yaklagik 11-12. haftalarinda
hipokampiis yapisinin dorsal kesiminden olusmaya baslar ve kaudale dogru serebral

hemisferler boyunca gelisimini siirdiiriir ve 18. haftada gelisimini tamamlanmais olur.
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Sekil 2-7: Beynin iki hemisferini birlestiren Korpus
Kallozum, http://www.nlm.nih.gov/ medlineplus/ency/
imagepages/8753.htm’den

Korpus kallozum olusumu sirasinda; biiyiikk oranda serebral korteksin iigiincii
tabakasindaki piramidal hiicrelerden kaynaklanan kallozal aksonlarin bir kismi orta hatti
gecebilirken bir kismi da ayni tarafta kalarak medial hemisferik duvarda bulunan Probst
demeti de denilen yapiy1 olusturur (Pirola ve ark., 1998). Probst demeti, hemisferler i¢inde

longitudinal baglantiy1 saglayan liflerdir ve lateral ventrikiillerin 6n boynuzlarini ayirir.

Hemisferlerde dista korteks adi verilen gri madde, icte medulla adi verilen ak
madde bulunur. Dogumdan sonra hemisferlerin yiizeylerinde girus adi verilen kirigikliklar
olusmaya baglar. Hemisferlerin frontal, parietal, temporal ve oksipital loblar1 da

telensefalonda yer almaktadir (http://en.wikipedia.org/wiki/Lobes_of_the_brain).

Diyensefalon, primitif 3. ventrikiiliin sinirlar1 icerisinde, prozensefalonun kaudal
kismindan gelisir. Diensefalonun yan duvarlarimi olusturan alar tabakadan talamus,
hipotalamus ve epitalamus meydana gelirken; tavan plagmin Oniinden 3. ventrikiiliin
koroid pleksusu olusur (Dudek ve Fix, 2011).
2.1.2.2.2. Mezensefalon

Mezensefalon en az degisime ugrayan beyin bolimiidiir. Burada noral kanal
daralarak 3. ve 4. ventrikiilleri birbirine baglayan akuaduktus serebri kanalim olusturur.
Mezensefalonun arka kismini noral tiipiin alar plakasindan meydana gelen, gorsel ve isitsel

refleksleri kontrol eden tektumu olusturur (http://tr.wikipedia.org/wiki/Tektum).
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2.1.2.2.3. Rombensefalon

Rombensefalon, beynin en kaudal kisminda bulunan beyin vezikiiliidiir,
miyelensefalon ile metensefalon olmak iizere 2 sekonder beyin vezikiiliine ayrilir.
Miyelonsefalon, omurilik ve korteks arasinda iletisim merkezi olarak gérev yapan medulla
oblongatay1 olusturur.Metensefalonda alar plaklarin dorsal boliimlerinin kalinlasmasiyla
hareket ve denge fonksiyonlarindan sorumlu serebellum, ventralde ise sinir liflerine zemin

olusturan pons meydana gelir (Sadler, 2009).

2.2. MSS KONJENITAL ANOMALILER]

MSS anomalileri, insidans1 100 canli dogumda bir olan, tiim konjenital anomaliler
arasinda en sik goriilen ve en agir seyreden anomalilerdir. Spontan abortuslarda da
karsimiza en az canli dogumlarda oldugu kadar olduk¢a sik ¢ikmaktadir (Singh ve Carr,
1967, Arvanitis, 1999; Nyberg ve ark., 2003).

MSS konjenital anomalileri, MSS’yi olusturan Medulla spinalis ve beyin konjenital

anomalileri olmak iizere iki kisimda incelenmektedir.

2.2.1. Medulla Spinalisin Konjenital Anomalileri

Medulla spinalisde meydana gelen konjenital anomalilerin kaynagini, gelisimin 4.
haftasinda noral tiipiin hatali kapanmasi sonucu ortaya ¢ikan noral tiip defektleri (NTD)
olusturmaktadir. NTD, medulla spinalisi 6rten meninks, vertebral arkus, kas ve deri gibi

dokular etkiler (Moore ve Persaud, 2007)

NTD, patolojinin seviyesine bagl olarak sirasiyla; Anensefali, Ensefalosel ve Spina

Bifida olmak iizere 3 kisimda incelenir (Sekil 2-8);
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Spina Bifida Anensefali Ensefalosel

Sekil 2-8: En sik goriilen NTD’leri, http://www. healthline.com/
galeimage?contentld’den

Anensefali, kafa kubbesinin ve serebral hemisferlerin olusmamasi ile karakterize
agir bir MSS anomalisidir. 1972 yilinda ultrasonografi ile tanis1 konulabilen ilk fetal
anomali olmasi nedeniyle de fetal goriintiileme tarihcesinde 0zel bir oneme sahiptir

(Campbell ve ark., 1972; Kurjak ve ark., 2009).

Sefalosel, bir kemik agikligindan yalnizca meninkslerin (meningosel) veya birlikte
beyin dokusunun (ensefalosel) disar1 ¢ikmasi ile karakterize bir MSS malformasyonudur.

(Kurjak ve ark., 2009).

Spina bifida, medulla spinalisi 6rten her iki taraftaki yarim vertebral arkuslarlarin
birlesmemesinden kaynaklanan bir NTD anomalisidir (Sekil 2-9). Spina bifidanin tipleri

sunlardir;

Spina Bifida Occuta (kapah NTD); Birlesmemis vertebral arkuslardan kaynaklanir ve

normal populasyonun yaklasik %10’unda goriiliir. Bu defekt bedenin dis yiizeyinde bir kil

demeti ile kiiciik bir cukurun varlig1 seklinde gozlenir.

Spina Bifida Cystica (acik NTD); Defektli vertebral arkusdan medulla spinalis ve/veya

meninkslerin digariya fitiklagsarak kist benzeri bir kese goriiniimii olusturmasidir. Spina
bifida cystica, yaklasik 1000 dogumda 1 goriiliir. Disartya fitiklasan kese, meninks ve

beyin omurilik sivis1 icerirse meningosel sipina bifida; medulla spinalis ve/veya sinir

kokleri kese icerisinde yer alirsa meningomyelosel spina bifida admi alir (Sekil 2-10).

Spina bifida cysticanin en agir tipi spina bifida myelosisizdir. Acik olan omurilik yari
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saydam bir zar ile kapli oldugundan enfeksiyonlara karsi olduk¢a hassastir (Jeelani

ve McComb, 2011).

Sekil 2-9: Spina bifidanin ve normal omurganin goriiniimii,
http://mdf09jcmdf09jcmm. webnode.com/types-of-spina-
bifida/’den

Spina bifidah bebelk

|
( A. Spina hifida occuta
e B. Spina hifida meningosel
YenidoZan normal veriehra C. Spina hifida meningomyelosel
D. Spina hifida myelogisiz
A
T

Sekil 2-10: Spina bifidamn tiplerinin sematik goriiniimii,
http://mdf09jcmdf09jcmm. webnode.com/types-of-spina-
bifida/’den

Acik NTD goriilme siklig1 diinyanm cesitli yerlerinde cografi bolgeye, gebeligin
gerceklestigi mevsime, etkilenmis fetusun cinsiyetine, etnik kdkene, ebeveynin sosyo-
ekonomik durumuna, maternal yasa baglh olarak farkliliklar  gostermektedir

(Padmanabhan, 2006). NTD etiyolojisinde, genetik nedenler, maternal alkolizm gibi cesitli
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teratojen ve cevresel faktorler ile cesitli besin Ogelerinin eksikligi Onemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle B kompleks vitaminlerinden esansiyel bir besin maddesi olan
Folik asit eksikliginin NTD’ye neden oldugu ile ilgili goriisler agirhktadir (Ozaras ve ark.,
1999). NTD, o6li dogum ve abortuslarda normal populasyona gore daha yiiksek oranda
goriilmektedir. Biiyiik seri ¢caligmalarinda diinyanin bazi bolgelerinde NTD sikliginin sabit
kaldig1 bildirilmektedir. Bunun nedeni tam olarak agiklanamamakla birlikte, prenatal tani,
genetik damigma verilerek NTD’li gebeliklerin istege bagli sonlandirilmasi, gebelik
Oncesinde (prekonsepsiyonal tedavi) ve swrasinda alinan tamamlayict besinlerin etkili
oldugu diisiiniilmektedir (McDonnell ve ark., 1999, Chan ve ark., 2001, Busby ve ark.,
2005). Tiirkiye’de bu konuda yapilmis az sayidaki calisma verilerine gore NTD goriilme
siklig1 canli dogumlarda 3/1000 olarak verilmektedir (Tungbilek, 2004).

2.2.2. Beynin Konjenital Anomalileri

Embriyolojik gelisimin kompleks yapisi nedeniyle yaklasik 1000 dogumun 3’iinde
beynin anormal gelisimi goriilir. Beynin en biiyiik konjenital anomalileri, 4. haftada
anterior noropurun kapanma hatasindan kaynaklanir ve tizerinde bulunan zar ile kafatasini
da etkiler. Beynin konjenital anomalileri, sinir dokusunun histogenezisi veya
morfogenezisindeki degisimlerden meydana gelebilir veya notokord, somitler, mezensim
ve kraniyum gibi iliskili yapilardaki gelisme yetersizliklerinden kaynaklanabilir (Moore ve
Persaud, 2007).

2.2.2.1. Holoprozensefali (HPE)
HPE, embriyonel donemin 35-42. giinleri arasinda prozensefalonun iki ayri
telensefalik vezikiile tam veya kismi boliinememesi sonucu olusan konjenital bir MSS

anomalisi olarak tanimlanir (Sekil 2-11) (Mercier ve ark., 2010).

HPE, insidansi ¢esitli kaynaklarda, embriyonel donemde 1/250, canli dogumlarda
ise 1/10000 seklinde rapor edilmistir (Blass ve ark., 2002).
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Sekil 2-11: Normal ve HPE’ye yol acan beyin gelisimi, Pooh ve ark.
(2003)’den
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Etiyolojisinde kromozomal bir defekt, tek gen mutasyonlarmin yam sira
radyasyona maruz kalma, salisilat ve alkol kullanimi, rubella, CMV, toksoplazma
enfeksiyonlar ve diabetik anne gibi non-genetik faktorle de rol oynamaktadir (Tosun ve

ark., 2000).

Anomalinin agirligina gore alobar, semilobar, lobar ve orta interhemisferik varyant
(MIHV) olmak iizere 4 ayr1 HPE tipi vardir (Solomon ve ark., 2011). Alobar tipi, tek bir
ventrikiiler bosluk ile birlikte interhemisferik fissiir yoklugu, talamuslarin birlesmesi ve
ticiinci ventrikiill yoklugu ile karakterizedir ve yasamla bagdasmaz. Semilobar tipte,
serebral hemisferler ©nde tek bir ventrikiiler bosluk olustururken arkada kismen
boliinmiistiir ve agir norolojik bozukluklara neden olur. Lobar tipte ise normal
interhemisferik fissiir ile birlikte lateral ventrikiillerin 6n boynuzlar1 ve girus singularis
hizasinda kismi birlesme ve kavum septum pellisidum yoklugu izlenir ve c¢esitli agirlikta
zeka geriligine yol a¢cmaktadir (sekil 2-12) (Kurjak ve ark., 2008). MIHV’de bazal 6n

beyin ile 6n frontal lob arasinda interhemisferik bir ayrim vardir (Barkovich ve ark., 1993).



Alobar

Semilcbar

Sekil 2-12: HPE tipleri, Lacbawan ve ark., (2009)’dan
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Ayrica “mikroform” adi verilen ve orta derecede klinik bulgulara (diiz burun,

hipotelorizm, tek On kesici dis, orta hat yarik dudak) sahip bireyler de HPE sekansi i¢inde

degerlendirilir (Solomon ve ark., 2011).

HPE siklikla siklopi (birlesmis orbitaller ile arinia ve frontal probosis), etmosefali

(arinia ile birlikte hipertelorizm ve probosis), sebosefali (hipertelorizm ve tek bir burun

varligr) ve yarik damak dudak gibi yiiz anomalileriyle birliktelik gosteririr (Tablo2-1).

Tablo 2-1: Holoprozensefalili olgulardaki yiiz 6zellikleri, Gilbert-Berness ve Debich (2004)’den

YUZ OZELLIKLERI

YUZ TiPi
Siklopia Tek goz veya tek bir goz Mikrosefali
cukurunda parsiyel boliinmiis goz,
tek probosis veya olmamasi. Alobar HPE
Etmosefali Probosis ile birlikte okiiler Mikrosefali
hipotelorizm Alobar HPE
Sebosefali Okiiler hipotelorizm ve proboscis Genellikle alobar HPE
sonlanan tek burun deligi
Median yarik dudak Okiiler hipotelorizm, basik burun Genellikle alobar HPE
Hafif fasial dismorfizm Okiiler hipotelorizm veya
hipertelorizm, basik burun, tek
tarafli veya iki tarafl yarik dudak, Semilobar veya lobar
Bazi olgularda hafif fasiyal
dismorfizm HPE
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2.2.2.2. Hidrosefali

Hidrosefali, serebral ventrikiiller sistemin asir1 miktarda beyin omurilik sivisi
(BOS) icermesi ve artmis basing nedeniyle dilate olmasi seklinde tanimlanir. Hidrosefali
olgularinda BOS’un emilimi ve iiretimi arasinda bir denge bozuklugu bulunmaktadir
(Moore ve Persaud, 2007) (Sekil 2-13). BOS, lateral ve iiciincii ventrikiilden 4. ventrikiile
ve oradan geri emildigi subaraknoidal araliga gecemez, lateral ventrikiillerde birikir, beyin
ile kafatas1 kemiklerine basin¢ yapar. Kraniyal siitiirler heniiz kaynagsmadigindan kafa

biiytirken araliklar genisler (Fleischer ve ark., 2012).

Hidrosefali, kominikan ve nonkominikan olarak ikiye ayrilmaktadir. Kominikan
tip, ventrikiil disindaki bir patolojiye bagl olarak gelisir; nonkominikan tip ise ventrikiiller
arasindaki tikanmiklik nedeniyle gelismektedir (http://physioforcare.com/blog/?page_id=
180).

Konjenital hidrosefalinin insidans1 % 0.5-3 iken, izole hidrosefali insidanst % 0.39
ile % 0.87 arasinda degismektedir. Izole hidrosefaliye siklikla konjenital darlik veya
intrauterin enfeksiyon nedeniyle olusan enflamasyon sonucu gelisen aquaduktal stenoz
sebep olur ve tek basina hidrosefalilerin %10’unu olusturur. Diger sik karsilasilan nedenler
arasinda perinatal kanama, travma, subaraknoid kanama, tiimor, gecirilmis enfeksiyonlar,
Arnold—Chiari  malformasyonu, = KKA, serebellum hipoplazisi gibi  kortikal
malformasyonlar sayilabilir. Konjenital hidrosefaliye de siklikla meningomyelosel gibi cok
sayida malformasyon ve norolojik sendrom eslik edebilir (Physio for care- hydrocephalus;

fetal anatomy, 2008).

heyin ve ventrikiillerin

Sekil 2-13: Normal ve hidrosefalide
ventrikiil yapisi,
Tidrosefalili beyin yapisa http://physioforcare.com/blo
gi— g/?page_id=180"den
VA

ey

sigmis ventrikiiller
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2.2.2.3. Ventrikiilomegali
Ventrikiillomegali, serebral ventrikiil boyutlarinin, transvers planda koroid
pleksusun glomus seviyesinden 10 mm veya iizerinde olmasi ile tanimlanir (Fong ve ark.,

2011).

Ventrikiilomegali hafif, orta ve agir ventrikiilomegali olmak iizere {ice
ayrilmaktadir. Smirda ventrikiilomegali olarak da isimlendirilen hafif ventrikiillomegalide
lateral ventrikiil atrium genisleyerek boyutu 10 ila 15 mm arasinda goriilmektedir. Bu tip
ventrikiilomegali genellikle gecici oldugu i¢in olgularin %30’unda normale doniis goriiliir.
Ancak lateral ventrikiillerde genisleme artabilir ve izole borderline ventrikiilomegalisi olan
olgularin % 4’iinde ilerleyen donemlerde hidrosefali veya kistik beyin lezyonu gibi beyin
anomalileri gelisebilir. Olgularin % 90’1nda etyoloji belirsizdir. Kafa i¢i kanamalar, CMV
gibi enfeksiyonlar ve akuaduktus tikanikligi, tip2 Chiari malformasyonu, Dandy-Walker
kompleksi, KKA gibi beyin anomalilerinin ventrikiilomegaliye neden olabilecegi
bildirilmektedir (Kurjak ve ark., 2008; Huisman, 2011). Lateral ventrikiil atrium genisligi
15 mm’nin istiinde ise orta, lateral ventrikiillerde ciddi bir artis ve korteks ince bir ¢izgi
halinde goriililyorsa bu agir ventrikiillomegali adin1 almaktadir (Yildiz ve Kaya, 2011).
KKA, serebral disgenezi, lizensefali ve ex vacuo fenomeni (iskemi ya da enfeksiyona

sekonder atrofi) ile iliskili ventrikiilomegali olgularinda hidrosefali gelisebilir.

Izole ventrikiilomegali insidans1 10000 canli dogumda 4 ile 9 arasinda goriiliirken;
ventrikiilomegaliye eslik eden bir anomali varliginda insidans 1000 canli dogumda 3’e
cikmaktadir (Wladimiroff ve Cohen—Overbeek, 2010). Ventrikiilomegalili olgularin %75-
80’inde NTD (spina bifida), DWM, KKA, lizensefali ve aquaduktal stenoz gibi MSS

anomalillerinin birlikteligi goriiliir (Nicolaides ve ark., 1990).

Ventrikiilomegali genelikle c¢ift tarafli olmakla birlikte tek tarafli da
goriilebilmektedir (Kurjak ve ark., 2009).

2.2.2.4. Korpus Kallozum Agenezisi (KKA)

Beynin iki hemisferini baglayan yap1 olan korpus kallosumum 18. gebelik haftasina

kadar gelisimini tamamlayamamasi sonucunda olusur (Sekil 2-14).
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Forpus kalloswmn Lateral ventrikiil

U ciimeil ventrikiil

normal heyin yapisi anomalili beyin yapis1

Sekil 2-14: Korpus kallozumun normal ve anormal goriintiisii,
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/8753.htm’d
en

KKA morfolojik olarak iki farkl sekilde goriiliir. Tip 1 agenezilerde probst demeti
mevcuttur ve bu grupta genelde norolojik anomali goriilmez. Tip 2 de ise bu demet
bulunmaz ve siklikla diger serebral anomaliler ile birlikte goriiliir (Schell-Apacik ve ark.,
2008)

KKA insidans1 0.5-70/10.000’dir ve insanlarda en sik gorillen beyin
malformasyonlarindan birisidir (Myrianthhopolous, 1977; Jeret ve ark.,1986, Schell-
Apacik ve ark., 2008). Olgularin yaklasik % 50’sinde anomaliye ensefalosel, HPE,
lizensefali ve DWM diger MSS anomalileri eslik eder (Moutard, 2003).

Etiyolojisinden kromozom anomalileri, dogustan metabolizma hastaliklari, viral
enfeksiyonlar (rubella, CMV), fetal alkol sorumlu tutulmustur (Chaide ve ark., 2008).

Fetal ultrasonda saptanan ve herhangi bir anomalinin eslik etmedigi izole KKA
olgularinin  %80-85’inde noéromotor gelisimin normal veya normale yakin oldugu

bildirilmistir (Gupta ve Lilford, 1995).

2.2.2.5. Dandy-Walker Malformasyonu (DWM)

Embriyolojik donemin 9. haftasinda, rombensefalonda anterior-superior olarak
baslayan serebellum ve vermis gelisiminin gebeligin 16-17. haftasma kadar
tamamlanamamasi ile 4. ventrikiiliin agir1 genislemesi sonucunda kafatasinin arka kisminda
meydana gelen kistik yap1 ile karakterize olan non-spesifik konjenital beyin
malformasyonudur ve siiflandirmada posterior fossa anomalileri arasinda yer almaktadir.

DWM’nin canli dogumdaki goriilme sikligr 25.000 ile 30.000°de 1dir. DMW’ye basta
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KKA ve HPE gibi orta hat anomalileri olmak iizere, diger MSS ait gelisimsel bozukluklar
siklikla eslik eder (Pilu ve ark., 2012).

2.2.2.6. Mikrosefali
Mikrosefali, gelisimin norogenezis asamasinda noral, glial ve mezenkimal

proliferasyon, diferensiyasyon ve histogenez bozukluklar1 sonucu olusur.

Mikrosefalide noron sayisinda azalma nedeniyle beyin kiiciik, alin geriye egimli
fakat yiiz normal boyuttadir (Sekil 2-15). Mikrosefalili olgularda beyin az gelistigi i¢in

ileri derecede mental retardasyon goriiliir.

Normal kafa boyutu Mikrosefali

Sekil 2-15: Normal ve mikrosefalili bag goriintimii,
http://www.bizarremedical.com/microcephaly-a-
disorder-of-the-nervous-system/’den

Mikrosefali etiyolojisinde genetik faktorlerin yanisira fetal donemde asir1 dozda
iyonize radyasyona maruz kalma (>1 mSv) (Valentine, 2000), CMV, rubella ve
toxoplasma gibi enfeksiyoz ajanlar, ayrica fenilketoniiri gibi metabolik hastaliklar ve
annenin alkol, ila¢ kullanimi sonucu toksik nedenler de yer almaktadir (Peiffer ve ark.,

1999; (Moore ve Persaud, 2007).

2.2.2.7. Koroid Pleksus Kisti (KPK)

Beyin lateral ventrikiillerdeki koroid pleksuslarin arka kisminda tek ya da c¢ift
tarafli goriilen kistlerdir (Pilu ve ark., 2012). KPK, normal gebeliklerin yaklasik %1’inde
goriiliir (Gupta ve ark., 1995).

KPK’ya, hidrosefali, ventrikiilomegali, konjenital kalp hastaligi, renal

malformasyonlar eslik edebilir
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2.2.2.8. Lizensefali
Kortikal néron migrasyonunun kesintiye ugramasi sonucu olusan lizensefali bir
noral migrasyon anomalisidir ve 12 ila 22. GH’larinda meydana gelir. Insidans1 100.000’de

1 olan Lizensefali belirgin mental retardasyon ve epilektik nobetlere neden olmaktadir (De

Rijk-Van Andel ve ark., 1991).

Lizensefalide beyin kivrimlarinin (giruslar) sayisinda azalma ile birlikte kortikal
kalinlik artmistir. Normalde beyin kivrimlar1 denen giruslar ortalama 1,5 cm araliklarla
olusmaktadir. Ancak, lizensefalili olgularda giruslar ya tamamen yok olur (agiri) veya

aralarindaki mesafe artarak kivrim sayisinda azalma goriiliir (pakigiri).

Korteks kalinlig1 normalde yaklasik olarak 2,5 ila 4 mm arasindadir. Lizensefali de
ise 5 mm’den 20 ila 40 mm arasinda degismektedir. Lizensefalili olgularda alti1 tabakali
normal kortikal yap1 yerine, multipolar ve farkh sekillerde goriilen néronlarin olusturdugu
dort tabakal diizensiz bir yapinin aldig1 noropatolojik ¢alismalarda gosterilmistir (Guerrini
ve Parrini, 2010) (Sekil2-16). Tip 2 Lizensefali olarak adlandirilan bu anomaliye, DWM,

ventrikiiler dilatasyon, ensefalosel ve hidrosefali eslik eder.

Normal kortikal yapr Lisensefali
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Sekil 2-16: Normal alt1 tabakali kortikal yap1 ve klasik
lizensefalide organizasyonu bozulmus dort tabakali kortikal yap,
http://webhome.idirect.com/~brainology/brainology/devpath_4_5
_lissencephaly.html’den

Lizensefali, Miller-Dieker Sendromu (MDS), Izole Lizensefali Sekans: (ILS),
Subkortikal Band Heterotopisi (SBH), Serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH) ve
X’e bagh kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali (XLAG) hastaliklart ile iliskilidir.
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MDS’lu olgularda klasik dismorfik yiiz bulgular1 ve agir néromotor gelisme geriligi
goriliir. ILS, klasik lizensefalinin izole olarak goriildiigii belirgin bir dismorfizmin eslik
etmedigi durumdur. Klasik lizensefali; agiri ve/veya pakigirinin oldugu cok agir bir
konjenital beyin malformasyonudur (Aslanger, 2010). SBH, korteks ile lateral ventrikiil
yiizeyi arasindaki ak maddenin i¢inde gri maddenin bilateral ve simetrik bir band
olusturmasidir. Kortikal ndronlarin migrasyonundaki bir bozukluktan kaynaklanan “Agiri-
Pakigiri-SBH Spektrumu’nun” en hafif seklidir (Barkovich ve ark., 1991). Belirgin
serebellar hipoplazi serebrum, serebellum ve beyin sapinin birlikte etkilendigi agir bir

hastaliktir.

2.2.2.9. Sizensefali

Sizensefali, serebral hemisfer boyunca uzanan bilateral, hemen hemen simetrik
yariklar olarak tanimlanmaktadwr. Kortikal gelisim malformasyonlar1 arasinda
yeralmaktadir (Pang ve ark., 2008). Literatiirde tipl sizensefali (kapali dudak) ve tip2
(yarik dudak) sizensefali olmak iizere iki tip sizensefali tarif edilmistir. Sizensefaliye
hidrosefali, ventrikiilomegali, KKA, polimikrogiri, gecikmis miyelinizasyon gibi MSS
anomalileri eslik edebilir (Mellado ve ark., 2010). Sizensefali ile EMX2
(MIM*600035) genindeki mutasyonlar iligkilendirilmistir (Kalia ve ark., 2009).

2.3. MSS KONJENITAL ANOMALILERININ KROMOZOMAL
DUZENSIZLIiKLERLE iLiSKiSi

MSS anomalileri pek ¢ok kromozomal diizensizlik ile iliskilendirilmektedir. Yapilan
caligmalarda, MSS anomalilerinde kromozom anomalisi goriilme oranin1 %5 ile %50
arasinda bildirilmektedir. Dolayisiyla MSS anomalilerine neden olan etiyolojik faktorler
icerisinde sayisal ve yapisal kromozomal diizensizlikleri 6nemli bir yer tutmaktadir. MSS
anomalilerinde sik goriilen sayisal kromozom anomalileri Tablo 2-2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2-2: USG’de saptanan MSS anomalileriyle iligkili en sik goriilen
sayisal kromozom anomalileri, Nicolaides (2004)’den

MSS ANOMALISI Trizomi 21 Trizomi 18 Trizomi 13 Triploidi
Ventrikiilomegali + + + +
Holoprosensefali + + +
KPK +

Hidrosefali + +

DWM + +

Spina bifida + + +
KKA + +
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MSS anomalilerinde yapisal bir kromozom anomalisi saptanmasi, yapisal
anomalinin kirik noktasinin  MSS defektlerine neden olan olas1 genlerin lokalizasyonlarini
belirlemede bir ipucu saglamasi acisindan biiyiik bir avantaj olusturmaktadir (Tyshchenko

ve ark., 2008).

2.3.1. NTD’nin Kromozomal Diizensizlikler ve Genlerle Olan iliskisi

MSS anomalilerinden olan NTD’li fetuslarda kromozom anomalisi saptama
olasiligi, maternal yas, saptandigi gebelik haftasi ve ailevi translokasyon tasiyiciligina
bagl olarak degisiklik gdstermektedir. Otozomal andploidilerle iliskisi oldugu gibi parsiyel
trizomi ve monozomiler de goriilebilir. Chen’in 2007°de yaymladigi bir derleme
calismasinda NTD ile iliskili en sik goriilen yapisal kromozom anomalilerinin kromozom
numarasina gore; del(1p), del(1q), dup(lq), dup(2p), del(2q), del(3p), dup(3p), del(3q),
dup(3q), del(4p), dup(4p), del(4q), dup(4q), del(S5p), del(6p), dup(6q), del(6q), dup(7p),
del(7q), dup(8q), del(9p), del(10q), del(11q), dup(l1lq), dup(12p), del(13q), r(13),
dup(14q), del(14q), del(15q), dup(16q), del(18q), r(18), dup(20p), +i(20p), del(22q),
del(Xp) ve dup(Xq) oldugu bildirilmektedir (Chen, 2007).

Ayni calisma, NTD defeklerinden spina bifida, ensefalosel, anensefali ve
eksensefalide en sik goriilen yapisal kromozom anomalilerinin del(13q) ve r(13) oldugunu

ortaya ¢cikarmistir (Chen, 2007).

Spina bifida ve ensefalosel 2. kromozomun q kolu delesyonu ve p kolu
duplikasyonu ile de iliskilendirilmis ve 2p duplikasyonlu anensefali vakalar1 da
bildirilmistir (Chen, 2007).

1. kromozomda meydana gelen parsiyel delesyon ve duplikasyonlar spina bifida ve
ensefalosel 1ile iligkili olabilmektedir. 1q21.3’de CRAB2, 1p36.1’de PRKACB,
1p36.2-p36.12°de PAX7, 1p36.3’de MTHFR ve 1q43’de MTR veya MS genleri NTD’ile
iligkili aday genler olarak bildirilmistir .

3. kromozomda meydana gelen parsiyel delesyon ve duplikasyonlar da NTD’ne yol
acmaktadirlar. 3g21-qter’ kadar NTD ile iliskili ZICI, TERC ve DVL3 genleri bulunurken;
3p25-p26’da CNTN4, CNTN6; 3p26.1’de CHLI hiicre adezyon molekiilleri yer alir ve
iligkili aday genler olarak kabul edilmektedir.

Yukarda anlatilanlarin disinda NTD ile iliskisi olan kromozom bolgeleri ise;
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% 5. kromozomun pl5.1 bolgesinde yer alan CDHIS8 (cadherin-18) geni ile

p15.3’de bulunan /RX/ geni noral morfogenezde onemli rol oynamaktadirlar.

% 6p23-p24’°de bulunan JUMONJI geni noral tiipiin kapanmasi igin gereklidir. 6.
kromozomda bulunan NTD i¢in diger aday gen bolgeleri 6q23.3’de Cited 2,
6q22.2’de MACS ve 6q27°de T box genleridir.

% 7p15.3de bulunan NTD ile iliskili bir bagka olasi aday gen HOXA 1 genidir.

% 11. kromozomun 23.1 segmentinde NAP1L2, q13.3de FOLRI, q13.5de FOLR?2,
ql3de MKS2 ve q25de Barx2 genleri NTD icin aday gen bolgeleridir.

% 20p11.2de NTD ile iligkili olan PAX! geni bulunmaktadir.

2.3.2. Konjenital Beyin Anomalilerinin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle
Olan lliskisi

2.3.2.1. HPE’nin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan Iliskisi

Kromozomal diizensizlikler;

HPE cesitli sayisal ve yapisal kromozom anomalileriyle iliskilendirilmektedir.
Sayisal kromozom anomalilerinden andploidi izole HPE olgularinin %4 ‘iinde saptanirken,
eslik eden anomali varliginda bu oran %39’a c¢ikmaktadir (Gilbert-Berness ve Debich
2004). Trizomi 13 en sik goriilen kromozom anomalisi olup, gebeligin 1.trimesterinde
%26.5’inde (Papageorghiou ve ark., 2006), 2.trimesterinde ise %31.24’tinde
goriilmektedir (Picklesimer ve ark., 2005; Papp ve ark., 2006). HPE ile iligkili yapisal
kromozom anomalileri arasinda 2p, 7q, 13q, 18p, 21q ve 14q13, 15q14, 15922 intersisyal
delesyonlar1 ile 3p duplikasyonu sayilabilir (Chen, 2009; Chen ve ark., 2011).

Genlerle olan iliskisi;

HPE, bugiine kadar bilinen insan mutasyonlarindan en az 12 farkli gendeki
mutasyonlar ile de iliskilendirilmistir. En sik goriilen ve lizerinde en fazla calisilanlar
olgularin %25’inde saptanan SHH (7q36.3), ZIC2(13q32), SIX3(2p21) ve TGIF(18p11.3)
genlerindeki mutasyonlardir (Pineda-Alvarez ve ark., 2012). Bu dort genle ilgili 645
olguluk biiyiik bir seri calismasinda, olgularin %10,4’tinde SHH geninde, %8.2’sinde ZIC2
geninde, %5.1°inde SIX3 geninde ve %1.7’sinde TGIF geninde mutasyon saptanmistir.
Yapilan c¢alismalar HPE tiplerinden alobar HPEde SIX3, semilobar HPEde ZIC2

mutasyonu oldugunu gosterirken, lobar HPE hicbir gen ile ilgkilendirilememistir. Diger
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genler HPE’nin olusumundan daha az sorumlu tutulmaktadwr. Son zamanlarda HPE

olusumu ve agirlig ile ilgili “Multiple Hit Hipotezi” kabul edilmektedir. Bu hipoteze gore,

HPE genlerindeki major/mindr mutasyonlarn kombinasyonlar1 hastaligin degisken

spektrumunu belirlemektedir (Mercier ve ark., 2011). Sekil 2-17°de HPE ile iligkili

tanimlanmis ve aday genlerin kromozomal lokalizasyonlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2-17: HPE ile iliskili
tanimlanmus ve aday genlerin
kromozomal

lokalizasyonlar1, Bendavid
ve ark., (2010)’dan

HPE goriilen tek gen sendromlar1 goriilme sikliklari, kalitim sekilleri ve klinik

bulgular1 Tablo 2-3 de 6zetlenmektedir.
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Tablo 2-3: HPE goriilen Tek gen sendromlar1 Gilbert-Berness ve Debich (2004)’den

Sendrom Kalitim sekli Holoprozensefali Diger ozellikler

sikhig

OR HPE OR Stk Degisen siddette yiiz dismorfizmi
Degisik . S
iz anomalileri, inkomplet penetrans
Bl Y lileri, inkomplet penetr
varyasyonlarda . R
s e nedeniyle aile ici gesitlilik
goriiliir

Orta/yan yarik dudak, oksipital
. ensefalosel birlikteligi, kistik
Meckel Sendromu OR Nadir displastik bobrek, hepatik duktal plate
anomalisi, polidaktili. Konjenital kalp
defekti siklig1. Genital anomaliler.

Orta yarik dudak, mikrosefali, mental

Martin sendromu oD degisken gerilik, okiiler hipotelorizm, biiyiik
kulaklar, yamru ayak, spinal
anomaliler
Velokardiofasial oD Nadir Orta yarik dudak,uzun yiiz, kiigiik

kulaklar, kardiak anomaliler

Grote sendromu OR Sik Hidrosefali, oktodaktili, kaval kemigi
yoklugu, kardiak malformasyonlar

Orta yarik dudak, kisa kollar, kardiak

Steinfield sendromu OoD? Sik defektler, renal anomaliler, safra
kesesi yoklugu
HPE.fetal akinezi sendromy X’e baglt Sik Mikrosefali, egimli alin, basik burun,

mikrognati, yumru ayak

2.3.2.2. Hidrosefalinin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan iliskisi

Kromozomal diizensizlikler;

Hidrosefalili olgularin %?25’inden bir kromozom anomalisi sorumludur. En sik
goriilen kromozom anomalileri trizomi 13, trizomi 18, trizomi 9 ve 9p trizomisi ile

triploidilerdir (Stevenson ve ark., 1993).

Genlerle olan iliskisi;

Konjenital hidrosefalide en sik goriilen genetik form X’e baghh ve OR gecis
gosteren hidrosefalidir (Schrander-Stumpel ve Fryns, 1998).

2.3.2.3. Ventrikiilomegalinin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan iliskisi

Kromozomal diizensizlikler;

Ventrikiillomegali olgularinin yaklasik %15’inde siklikla trizomi 13, 18 ve 21

anoploidilerinin yanisira triploidi saptanan olgular da literatiirde bildirilmektedir (Pilu ve
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ark., 2012). Ayrica yapilan bir caligmada 16. kromozomun p kolunun parsiyel trizomisi ile
22. kromozomun parsiyel monozomisinin ventrikiilomegali ile iligkili oldugu belirtilmistir

(Chen ve ark., 2010).

Genlerle olan iliskisi;

Literatiirde, ventrikiilomegali ile iliskisi olan herhangi bir gene rastlanmamustir.

2.3.2.4. KKA’nin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan liskisi

Kromozomal diizensizlikler;

KKA etyolojisinin %20’sinden kromozom anomalileri sorumludur (Pooh ve Pooh,
2003). Srrasiyla trizomi 8, 18 ve 13 en sik goriilen sayisal kromozom anomalileridir.
Yapisal kromozom anomalileri arasinda 2q, 4pl6, 6q25, 15q15 delesyonlar1 ile 5pl15,
3ql3,1, 8p23-p21, 11g23qter duplikasyonlar: bildirilmektedir (Schinzel, 2001; Bedeschi ve
ark., 2006; Tyshchenko ve ark., 2008).

Genlerle olan iliskisi;

KKA ile birlikte goriilen diger bir kromozom anomalisi olan 1q43-44
delesyonudur. Bu delesyon bolgesinde yer alan CEP170, ZNF238 genlerinin KKA ile olan
iligkisi bugiine kadar 35 olguda yapilan caligmalar ile gosterilmistir (Nagamani ve ark.,
2012). KKA’un eslik ettigi, Miller-Dieker sendromu (MIM#247200) (LISI geni),
akrokallosal sendromu (MIM#200990) (GLI3 geni), Joubert sendromu (MIM#608629)
(AHII geni) basta olmak iizere 20’den fazla otozomal malformasyonlar bildirilmektedir

(Schell-Apacik CC ve ark., 2008).

2.3.2.5. DWM’nun Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan iliskisi

Kromozomal diizensizlikler;

DWM’li olgularinin yaklasik %17,6’smnda kromozom anomalisine rastlanmaktadir
(Has ve ark., 2004). Sayisal kromozom anomalilerinden trizomi 18. 13 ve simdiye kadar en

az 20 olguda trizomi 9, mozaik trizomi 8 ve triploidi bildirilmistir (Nizard ve ark., 2005).

Yapisal kromozom anomalilerinden intersisyel 3q24, 5p, 13q, subtelomerik 6p
delesyonu; parsiyel monozomi 6q26, 11q, 12q; parsiyel trizomi 3p-q, 7q, 8q; distal
trisomy 15q ve tetrazomi 9p goriilmektedir (Grinberg ve ark., 2004, Hengstschldager ve
ark., 2004; Imataka ve ark., 2007).
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Genlerle olan iliskisi;

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada serebellar hastaliklarla iliskili olan genlerden
NDUFA4 ve PHF14 iceren 7p21.3 bolgesinin DWM ile iligkili oldugu gosterilmistir (Liao
ve ark. 2012).

2.3.2.6. Mikrosefalinin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan iliskisi

Kromozomal diizensizlikler;

Mikrosefalinin etiyolojisinde c¢esitli kromozom anomalileri rol oynamaktadir.
Trizomi 21, trizomi 13, trizomi 18, 4p delesyonu (Wolf-hirschhorn sendromu), 7q11.23
delesyonu (Williams sendromu) ve 17pl13.3 (MDS) en sik gorillen kromozom
anomalileridir (Abuelo, 2007).

Genlerle olan iliskisi;

Mikrosefalinin etiyolojisinde kromozom anomalileri disinda otozomal dominant,
otozomal resesif ve X’e bagl kalitim modelleri de goriilmektedir (Abuelo, 2007). Simdiye
kadar mikrosefali ile iliskili otozomal resesif kalitilan 5 aday gen tanimlanmistir. Bunlarin
arasinda 8p22-pter’de yer alan microcephalin geni fetal beyin gelisiminin ndrogenezis
basamaginda rol almaktadir. 1q31 de bulunan ASPM geni, 1p32°de STIL geni, 9q33.3’de
CDK5RAP2 geni ve 13q12.2’de CENPJ geni tamimlanan diger genlerdir. iliskisi heniiz
kesinlesmemis diger 2 aday gen ise 19q13.1-19q13.2°’deki MCPH2 ve 15q15-q21°deki
MCPH4 dir (Verloes, 2004; Mahmood ve ark., 2011).

2.3.2.7. KPK’nin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan iliskisi

Kromozomal diizensizlikler;

KPK da siklikla trizomi 18 basta olmak lizere otozomal anoploidiler goriilebilir
(Nyberg ve ark., 2003). Yoder ve arkadaglar: tarafindan 1999 yilinda yapilan bir caligmada
1346 izole KPK’l1 fetusun 7 sinde trizomi 18, 5’inde ise trizomi 21 saptanmistir. Eger
KPK’ya diger anomaliler eslik ederse kromozom anomalisi goriilme olasiligt 20 kat

artmaktadir (Tablo 2-4) (Jeanty ve ark., 2012).
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Tablo 2-4: KPK’da kromozom anomalisi goriilme
riski, Nyberg ve ark., (2003)’dan

GH izole KPK Diger anomaliler
20-24 1:2,950 1:275
25-29 1:2,300 1:175
30-34 1:1,300 1:100
35-39 1:470 1:35

40-44 1:100 1:10

2002 yilinda Bird ve arkadaslari, KPK’ya eslik eden diger anomalili 54 olgudan 9’unda
(%17) trizomi 18 saptamislardir (Bird ve ark., 2002).

Genlerle olan iliskisi;

Literatiirde, KPK ile iliskisi olan herhangi bir gene rastlanmamasitir.

2.3.2.8. Lizensefalinin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan iliskisi

Lizensefali ile iliskili olan kromozomal bolgeler ve bu bolgelerde veralan

genler birlikte anlatilmistir;

MSS anomalilerinden Lizensefaliye neden olan 5 farkli gen bilinmektedir. Bunlar;
LISI, DCX, RELN, ARX ve TUBAIA drr. Lizensefalili olgularin %60’inda, LIS] genini de
iceren 17p13.3’de delesyonlar saptanmaktadir (Kim ve ark., 2011; Giingor ve ark., 2007).
LIS1 klonlanan ilk insan néronal migrasyon genidir ve MDS ile iligkilidir (Cardosa ve ark.,
2003). Xq22.3-q23 iizerinde lokalize DCX geni, X’e bagh lizensefali ve SBH’ye neden
olan ilk gen olarak tanimlanmaktadir. DCX geninden sonra Xp22.13 iizerinde lokalize
olan ARX geni de lizensefali ile iliskilendirilmistir (Friocourt ve Parnavelas, 2011).
Lizensefali ile iligkili diger genlerden TUBAIA geni 12. kromozomun q kolunun 13.1
bolgesinde, RELN geni ise 7. kromozomun q kolunun 22 bolgesine lokalizedir (Keays ve

ark., 2007; Hong ve ark., 2000).

2.3.2.9. Sizensefalinin Kromozomal Diizensizliklerle ve Genlerle Olan iliskisi

Sizensefali ile iliskili olan kromozomal bolgeler ve bu bolgelerde veralan

genler birlikte anlatilmistir;
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Sizensefaliye neden olan 3 farkli gen bilinmektedir. Bu genlerden 10g26.11°de
lokalize EMX2 geni , 2p21°de lokalize SIX3 geni ve 7q36.3’de lokalize olan SHH
genleridir. Hehr ve ark., 2010; Schell-Apacik et al. 2009).

2.4. FETAL DOKU ELDESI

Prenatal tan1 amacli invaziv girisim karar1 i¢cin gebelikte kromozom anomalileri
acisindan artmus bir risk olup olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu risk eger invaziv
girisime bagli olarak 1:200° liik gebelik kaybi riskinden daha biiyiik ise invaziv girisim
onerilir. Fetal dokuda sitogenetik ve molekiiler genetik caligmalarin yapilabilmesi i¢in,
koryon villus orneklemesi(KVO), amniosentez(AS) ve fetal kan drneklemesi(FKO) olan ¢

temel yontem kullanilarak fetusa ait dokular elde edilir.

KVO, erken gebelik haftalarinda uygulanmasi (10.GH’dan terme kadar) ve elde
edilen hiicrelerin spontan boliinme yetenegine sahip olmasi nedeniyle (direkt preparasyon
teknigi uygulanarak ilk 24 saat icerisinde kromozom elde edilebilir) erken tani i¢in avantaj
saglamis olur. Ornegin, gebeligin 1. doneminde fetal ultrasonda holoprozensefali,
omfalosel, kistik higroma, diafragmatik herni veya diger genetik sendromlar ve
anoploidiler icin belirleyici olan anomaliler tespit edildiginde, KVO fetal karyotipleme ve

molekiiler caligmalar i¢cin uygun bir dokudur.

KVO ile kromozom anomalisi saptama orani yaklasik %13,4’tiir ve bu oran diger
invazif girisimlere kiyasla daha yiiksektir. Bu oranin yiiksek olmasinin sebebi; gebeligin 2.
donemine ulasamayacak kadar letal kromozom anomalilerinin ve yiiksek oranda

(yaklasik%1,5) mozaisizmin saptanmasidir.

AS, gebeligin 14.-22. haftalarinda, fetusun i¢inde bulundugu amnion sivisindan bir
miktar sivi alinmasidir. Bu yontem ile fetusun deri ve bosaltim organlarindan amniotik
stviya dokiilen hiicreler elde edilerek hiicre kiiltiiriinde diretilirler (Aydinli, 1992). AS ile
tiim kromozom anomalilerinin yaklasik %6,97’si saptanabilir (Bray ve ark 1998, Milunsky
ve Milunsky 2010 p 197).

FKO, gebeligin 20. haftasindan terme kadar fetusa ait gobek kordonundan kan
alinmas1 iglemidir. Fetal kromozom anomalilerinin tanist 3 giin igerisinde
yapilabildiginden diger invazif yontemlere gore avantaj saglar. Bu yontemlerin avantaj ve

dezavantajlar1 Tablo 2-5 karsilastirilmistir.
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Tablo 2-5: Fetal girisim yontemlerinin karsilastiriimasi

Korionik Villus Amniotik S1v1 Fetal kan
Girisime bagh diisiik riski %0.5-2 %0.5 %1-2
Girigim haftas1 >10 GH >14+ GH >19 GH
Tam siiresi 1 giin -2 hafta 9 giin — 2 hafta 3 -5 giin
Kiiltiirde iireme kayb1 Var Var Var
Kromozom Kkalitesi Orta-Cok iyi Cok iyi Cok iyi
Sitogenetik zorluk derecesi
ve deneyim deneyim En zor Zor Kolay
gerekliligi
Maternal hiicre Direkt ¢alismada yok / Cok az Var
kontaminasyonu Hiicre kiiltiiriinde var
Yalanci negatif Var Yok Yok
Yalana porzitif Var Kiiltiir efekti Yok
Maliyet Yiiksek Orta Diisiik
Yedek materyal Miimkiin Miimkiin Yok

2.5. KROMOZOM ANOMALILERININ TANISINDA KULLANILAN
YONTEMLER

2.5.1. Sitogenetik Yontemler
Kromozom analizi amaciyla metafaz eldesi i¢in, periferik kan lenfositleri, kordon
kani, aminositler, plesantal hiicreler, deri fibroblastlari, gonad dokusu, abort materyali ve

timor hiicreleri kullanilmaktadir.

Kromozomlarin elde edilebilmesi icin hiicrenin mitoz bdliinme gecirmesi ve
boliinmenin metafaz evresinde inhibe edici bir ajanla (kolsisin) durdurulmasi gerekir.
Hiicre siispansiyonu, hipotonik bir soliisyonla muamele edilerek hiicrelerin sigsmesi ve
kromozomlarin birbirlerinden ayrilmas: saglanir. Ardindan hiicreler fikse edilerek temiz
lamlar {izerine yayildiktan sonra rutinde kullamilan G-bantlama uygulanarak
kromozomlarin analiz i¢in 151k mikroskobu altinda goriintiilenebilir hale gelmesi saglanir.
Mitoz boliinmenin metafaz evresinde 400-500 bant seviyesindeki kromozomal degisimler
saptanabilirken HRBT ile >550bant seviyesine sahip prometafaz kromozomlar1 analiz
edilerek ~ >3-5mb biiyiikliigiindeki yapisal anomaliler ve bilinen mikrodelesyon
sendromlar1 saptanabilmektedir. Ozellikle sitogenetik laboratuarlarinda HRBT’nin rutin
kullanilmast ile birlikte mikrodelesyonlar ile bazi genetik sendromlarin iliskisi ortaya
cikarilmistir. G-bantlama disinda kromozomlarin belirli bolgelerine has secgici bantlama

teknikleri kullanilarak kromozom anomalilerinin aydinlatilmasi saglanir. Bunlardan C-



31

bantlama ile tiim kromozomlarin sentromerleri, 1. 3. 9. 16. ve Y kromozomlarinin
heterokromatin bolgeleri, NOR bantlama ile akrosentrik kromozomlarin satellit bolgeleri
koyu boyanir. Q-bantlama ile 1, 9, 16. kromozomlarin perisentromerik bolgeleri ile Yqh
bolgesi, tiim sentromerler, akrosentrik kromozomlarin satellit bolgeleri parlak boyanir. Bu

tic teknik polimorfizm caligmalarinda kullanilmaktadir.

Konvansiyonel sitogenetik, tiim genom iizerinde, mikroskobik diizeyde
saptanabilecek tiim anomaliler hakkinda bilgi verdigi icin halen prenatal ve postnatal

tanida “‘altin standart” olarak kabul edilir.

Klasik sitogenetik yontemlerle HRBT dahil ancak 550-700 bant seviyesindeki
kromozomlar analiz edilebilir. Daha kiiciik diizeydeki kromozomal degisimlerin tanisinda
ileri molekiiler tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir (Chen ve ark., 2010). Bu tekniklerin
direkt uygulanabilmesi icin ya klinik bulgularin yonlendirici olmasi1 ya da kromozom

analizinde mikroskobik bir degisimden kuskulanilmasi1 gerekmektedir.

2.5.2. Molekiiler Sitogenetik Yontemler

Standart sitogenetik teknikler, 3-5 mb’dan daha kiiciik olan kromozom anomalileri
ile subtelomerik yeniden diizenlenmelerin tanisinda yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden
sitogenetik ve molekiiler yontemlerin birarada kullanilmasini1 saglayan yeni teknikler

gelistirilmistir.

2.5.2.1. FISH

FISH, kromozomlarin belli bolgelerine 6zgiin DNA/RNA dizilerinin enzimatik
yolla floresan 151k veren ve prob adi verilen maddelerle isaretlenmesi, hedef DNA/bdlge ile
hibrid olusturmas: ve bu hibrid sinyallerin uygun filtreler araciligiyla mikroskopta analiz

edilmesi asamalarimi igeren bir yontemdir.

Problar, kromozom {iizerindeki hedef bolgelerine gore lokusa ©zgii problar,
tekrarlayan dizi problar1 ve kromozomun tiimiinii veya belirli bir kolunu isaretleyen

problar olmak {iizere ii¢ sinifa ayrilirlar.

Lokusa ozgii problar; 15-500 Kb biiyiikliigiinde olup bir gene veya genin i¢indeki bir
bolgeye ait 6zgiin DNA dizileridir. Interfaz nukleusunda ve metafaz kromozomlari
tizerinde, bilinen mikrodelesyon/duplikasyon sendromlarinin tanisinda ve kirik

noktalariin belirlenmesinde kullanilir (van Zelderen-Bhola ve ark., 1997).
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Tekrarlayan dizi problari;

» Alfa satellit problari; kromozomlarin sentromerlerine 6zgiin tekrarlayan monomer

dizileridir. Bunlar 1-170kb biiyiikliigiindedirler.

> Beta satellit problar; perisentrik heterokromatin bolgelere, akrosentrik

kromozomlara ve 9. kromozoma lokalize olup kisiden kisiye farklilik gosterir.

» Klasik satellit problar; AATGG tekrar dizileri ile baglant1 olarak 1, 9, 15 ve 16.
kromozomlarin perisentrik heterokromatin bolgelerine ve Y kromozomunun uzun

koluna 6zgiin DNA dizileridir.

» Telomerik problar; 2-15kb biiyiikliigiindeki 5’-TTAGGG-3’ tekrarlarindan olusan
problardir. Bunlara Pan telomerik FISH problar: da denir.

Kromozomun tiimiinii veya bir kolunu isaretleyen problar;

Bir kromozomun p terminalinden q terminaline kadar tiimiinii boyayan whole
chromosome painting (WCP) ya da kromozomlarin her bir kolunu ayri renklerde

boyayabilen arm spesifik problardir.

Ayrica kromozomlarin telomerik uglarina yakin olan 6zgiin gen bdlgelerindeki
lokuslar1 hedef alan ve her bir kromozoma 06zgiin dizi iceren subtelomerik problar

bulunmaktadir.

Sik gorillen anomalilere 0zgiin problar ticari olarak iretilip kullanima
sunulmaktadir. Ancak, nadir goriilen 6zgiin anomalilerin aydinlatilmasinda kullanilmak
lizere genomda istenen bolgeler icin prob tasarimi yapilarak, cesitli isaretleme (6rn: Nick

translasyon) ve klonlama metodlart ile iiretilebilir.

FISH’in metafaz kromozomlarmin yanisira interfaz hiicrelerinin de uygulanmasi
biiyiik bir avantaj saglar. Ornegin sik goriilen 13, 21, 18, X ve Y kromozomu
anoploidilerinin tanisi i¢in yliksek risk tasiyan gebelere interfaz FISH ile icin yaklasik 6
saat icerisinde hizli sonug¢ verilebilmektedir (Yilmaz ve ark., 2007). FISH yonteminin
avantajlar1 yaninda klinik ya da sitogenetik yonlendirme gerekliligi ve ancak bilinen

bolgelere 6zgiin ¢alisilabilmesi teknigin dezavantajlarindandir.

2.5.2.2. CGH
CGH, degerlendirme yapilacak olan DNA ile Referans DNA’sinin farkli floresan

boyalarla (kirmizi ve yesil) isaretlenerek normal metafaz kromozomlar1 iizerinde
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hibridizasyonu sonucunda olusan hibrid sinyallerin floresan mikroskopta degerlendirilmesi
esasina dayanir (Kallioniemi ve ark., 1992). Analiz i¢in ilk olarak metafaz plaklar1 goriintii
analiz sistemiyle kaydedilir ve kromozomlar 6zel CGH yazilimlari ile swraya dizilir. Her bir
kromozomda ayni renkte olmas: gereken florokromlardan birisi lehine olan sapmalar bu
yazilim tarafindan degerlendirilerek o kromozom iizerindeki bolgeye ait test DNA’smdaki
artig1 veya kaybr gostermektedir (sekil: 2-18) CGH, tiim genom DNA’smnda meydana
gelen delesyon ve duplikasyonlarin taranmasinda kullanilan ilk etkili tekniktir (Pinkel ve

Albertson, 2005).

TESTDNA

T + DNAeksiraksiyonu |
' v isaretleme

=

S 3
s

mix + Cotl

v
denatiirasyon (N
- )

g

= 7%

v

dematiivasyon  hibridizasyon

.\
\\ A\

Normal metafaz
Kkromozemlar:

Sekil 2-18: CGH yonteminin akis semasi

2.5.23. A-CGH

A-CGH’in temeli, ilk kez 1997 yilinda Solinas-Toldo ve ark. lar1 tarafindan, hedef
diziyi cam matrix lizerine immobilize ederek olusturulmustur (Solinos-Toldo ve ark.,
1997). Ardindan 1999 yilinda Pollack ve ark. lar1 tarafindan, array seti iizerinde cDNA
dizileri immobilize edilerek genom boyu DNA daki kopya sayis1 degisimleri incelenmistir
(Pollack ve ark., 1999). Bu tarihten itibaren, klinik tani i¢in, kromozomal dengesizliklerin
belirlenmesinde bir ¢ok laboratuvarda arastirma ve tani amaghh A-CGH teknikleri

uygulanmaya baslanmistir (Shaffer ve ark., 2007)

A-CGH’de, izole edilen test DNA Cy3 (pembe renk), referans DNA Cy5 (mavi
renk) olmak tizere farkli renklerdeki florokrom boyalarla isaretlenir ve ikisi beraber ayni
anda cam matriks iizerindeki problarla hibridize edilir (Fiorentino ve ark., 2011).
Tarayicida  hibridize-slayt  taratildiktan sonra ¢esitli  software’lar  kullanilarak

kromozomlarin analizleri yapilir (Sekil 2-19).
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Sekil 2-19: A-CGH asamalari, Theisen (2008)’den

A-CGH’de hibridize-slayt taramasi i¢in, 151tk mikroskobunun yerini yiiksek
¢Oziinlirliiklii tarayicilar almistir. Bu tarayicilarin otomatik filtre segenekleri, netlestirme ve

2um capinda duyarhilikta okuyabilme 6zellikleri bulunmaktadir.

A-CGH ¢oziiniirliigiine gore adlandirilmaktadir. Ornegin 300 K bir array genoma
300 kilo baz da 1 prob yerlestirilerek olusturulur. Coziiniirliigiin artmasi beraberinde
kullanilan prob sayisini arttirmakta ve prob boyutunu azaltmaktadir. 1Mb‘dan kiiciik
degerlerdeki degisimleri saptayabilen arrayler yiiksek ¢Oziiniirliiklii array olarak
tanimlanirlar. A-CGH teknigi sayesinde ilgili gen bolgesinin kromozom iizerindeki kesin

lokasyonunun da tespiti olanakl hale gelmistir.

A-CGH’in, diisiik oranli (<%10) mozaisizmleri gosterememesi, dengeli anomalileri
ve poliploidileri tantyamamasi gibi bazi dezavantajlarina karsin birden fazla genomun
birbirleri ile karsilastirabilmelerine olanak saglamasi, metafaz plagina gerek duyulmamasi,
az miktarda DNA 0Orneginin ¢aligma icin yeterli olmasi ve 50-100 Kb boyutundaki kopya
sayist degisikliklerini saptayabilmesi a¢isindan klasik kromozom analiz tekniklerine gore
avantaj saglar (Stankiewicz ve Bautet 2007; Friedman ve ark., 2009; Fiorentino ve ark.,

2011).
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2.5.2.4. Dizin Teknikleri

Bu teknik de hedef DNA’nin pikomol diizeyinde onbinlerce kiiciik noktada
yerlestirilmis prob adi verilen 6zgiin DNA dizileri ile hibridize olmasi, isaretli test
orneklerinin (DNA, cDNA) sinyal yogunlugunun karsilastirmali olarak 6l¢iilmesi esasina
dayanir. Bu veriler karmagik istatistiksel hesaplamalar yapan Ozgiin bilgisayar
programlarinda degerlendirilmekte ve taranan bu noktalardaki kopya sayisi degisimleri

tesbit edilerek taniya gidilmektedir.

Sekil 2-20: Hibridizasyon sonrasi prob goriintiisii,

http://bio.cse.ohio-state.edu/MicroarrayDesigner/’ den

Dizin teknikleri, kopya sayist degisikleri, genotipleme (6rnegin; viriis), ekspresyon
ve metilasyon analizleri, Heterozigosite kaybi tespiti, SNP analizleri, 6zgiin protein veya
fiizyon genlerinin arastirilmasi gibi bircok amacla kullanilabilmektedir (Shaikh, 2007; Li
MM ve Andersson, 2009).

Dizin teknikleri icerisinde bulundurdugu DNA molekiiliiniin mikron capina ve prob
sayisina gore Makroarray ve Mikroarray olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir. Ancak

makroarrayler kromozom anomalilerinin tanisinda kullanilmamaktadir.

2.5.2.4.1. Mikroarray
Mikroarray teknolojisinin diger standart tekniklere gore coziiniirliigii oldukca
yiiksektir. Bu sayede genomda olusan dengesiz degisimleri kb diizeyinde saptamasi

acisindan avantaj saglamaktadir (Srebniak ve ark., 2011).

Mikroarray tiim genomdaki (WGA, Whole Genom Array) genomik kopya sayisi
degisimleri (CNV) ve/veya SNP farkhliklarini belirleyerek genomdaki dengesizlikleri
saptayabilmektedir. (Miller ve ark., 2010; Dale ve ark., 2012).

Mikroarray tekniginde kullanilan problarin elde edilmesine gore BAC ve

oligoniikleotid mikroarray olarak iki tip array setinden soz edilir;
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2.5.2.4.1.1. BAC Mikroarray

Anomaliye 0zel dizayn edilmis genomik klonlarin bakteride iiretilip (Bacterial
Artificial Chromosomes= BAC), prob olarak mikroarray tekniginde kullanilir. 100-150 Kb
biiytikliigiinde olan bu problarin hibridizasyon basaris1 oligonukleidlere gore daha
yiiksektir. Ozellikle tanimlanmis ve lokalizasyonu bilinen mikro diizeydeki dengesizlikleri
arastirmada  (targeted array) pratik bir yontem olusu avantaj saglarken, maliyetinin
yikksek olmasi ve klonlarin zor elde edilmesi, klon boyutunun kiigiiltiilememesi gibi
nedenlerden dolayr cam yiizeye immobilizasyonundaki zorluk BAC array’in

dezavantajlaridir (Yistra ve ark., 2006).

2.5.2.4.1.2. Oligoniikleotid Mikroarray

Oligo arrayler, 25-80 bp uzunlugundaki oligoniikleotidlerin binlerce kopyasinin
Once sentezlenip sonra cam slayt ylizeyine immobilize edilmesi veya dogrudan slayt
tizerinde sentezlenmesi ile elde edilirler. Oligo arraylerde kullanilan prob biiyiikliigii

azaldikca nonspesifik ve istenmeyen baglanmalar artmaktadir (Feuk ve ark., 2000).

Oligoniikleotid Array
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Sekil 2-21: Oligoniikleotit array slayt goriiniimii,
http://www.mun.ca/biology/scarr/Oligonucleotide_A
rray.html’den

2.5.2.4.1.2.1. SNP Array

SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi), tek bir niikleotidde meydana gelen baz
polimorfizmleridir. Insan genomunda bugiine kadar yaklasik 12 milyon SNP bildirilmistir
(LaFramboise, 2009). SNP Array bireylerde ve popiilasyonda genetik varyasyonu
belirlemek i¢in kullanilan bir mikroarray tipidir. Genetik hastaliga yatkinliga ve genetik
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cesitlilige neden oldugu diisiiniilen tek niikleotid polimorfizmlerini saptamak i¢in bu
teknolojiden yararlanilir. Ayrica kansere neden olan heterozigosite kaybinin ya da DNA
seviyesinde meydana gelen duplikasyon veya delesyonlarin belirlenmesinde de SNP Array

kullanilmaktadir (Ganal ve ark., 2011).

SNP Array 10.000 ile 2.700.000 arasinda degisen sayida SNP’yi ayni anda kisa
siirede analiz ederek, diger mikroarraylere oranla daha yiiksek reziilosyona (2Kb) ulasir

(Kennedy ve ark., 2003).
2.5.2.4.1.2.2. CNV Array

CNV’ler referans genom ile kiyaslandiginda, farkli sayida bulunan, 1 kb dan birkag
megabaz boyutunda genomda delesyon, duplikasyon ve insersiyonlar seklinde yerlesmis
olan DNA segmentleridir. ik olarak, Drosophila melanogaster’in bar geninde yaklasik 70
yil once tamimlanmistir. CNV, kisiden kisiye veya dokudan dokuya farklilik gosterebilir.
Ailevi olarak kalitilabildigi gibi de novo olarak post zigotik donemde de olusabilirler.
Ailedeki etkilenmemis bireylerde gosterilen veya gen iiriiniinde herhangi bir degisime yol
acmayan CNV ler zararsiz, etkilenmis bireylerde gozlenen, gen ve/veya regiilator
bolgelere olan etkisi ile genin ekspresyonunda degisime yol agarak hastaliga neden olan
CNV’ler ise patolojik olarak adlandirilir (Itsara ve ark., 2009). Saptanan yeni bir CNV
nin zararsiz m1 ya da patolojik mi oldugunu belirlemek amaciyla uluslararas: biiyiik seri

caligmalarinin sonuglar ile CN'V datalar1 olusturulmaktadir.

Hastaliklarin fenotip genotip korelasyonunun aciklanmasi ile tamya yoOnelik
kullanilan arraylerde dizayn edilen prob sayisi da paralel olarak artmistir. BAC klonlar1 ile
hazirlanan ve “targeted array” olarak adlandirilan ilk arrayler sadece bilinen
mikrodelesyon/duplikasyon, perisentromerik, subtelomerik bolgeler ve tiim genomu
yaklasik 1Mb araliklarla kapsayan problardan olusmaktaydi. Daha sonra gelistirilen ve
“targeted with Backbone” adi verilen diger bir array ise 1iyi bilinen
mikrodelesyon/duplikasyon bdlgelerine ilaveten patojenik genomik dengesizliklerin
oludugu genomdaki hot spot bolgeler i¢cin de problar icermektedir. Coziiniirliigii en yiiksek
olan versiyon ise ‘“Whole genome” adi verilen ve tiim genom boyunca platforma gore
degismekle birlikte daha sik araliklarla (100-300 bg) ve esit olarak yerlestirilmis prob
dizayni ile hem arastirma hem de klinik taniya yonelik setler iiretilmistir (Sekil 2-21)

(Miller ve ark., 2010).
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Sekil 2-22: Prob Dizayni, Miller ve ark., (2010)’dan

2.5.3. Molekiiler Yontemler

Kromozom anomalilerinin tamisinda molekiiler genetik yOntemlerden de
faydalanilmaktadir. Bu yontemler arasinda, andploidi tanisinda prenatal tanida kullanilan
QF-PCR teknigi ya da bilinen submikroskobik delesyon/duplikasyonlarin tanisinda
kullanilan MLPA teknikleri sayilabilir.

2.5.3.1. QF-PCR

Kromozoma 06zgii spesifik kisa tekrar DNA dizilerinin (STR) amplifikasyonuna
dayali bir yontemdir. Daha ¢ok andploidilerin (13, 18, 21, X ve Y) hizhi tanisinda FISH
teknigine alternatif olarak kullanilmaktadir (Ogilvie ve ark., 2005). Ornek DNA’da secilen
STR dizileri floresan isaretli primerler kullanilarak PCR yontemiyle ¢ogaltilir. Floresan
sinyali PCR iirlin miktariyla dogru orantili olarak artar. Floresan isaretli bu {iriinler
(amplikonlar), kapiller elektrofezde yiiriitiilirler ve sonra bu iirlinlerin uzunluklar1 ve
sayilarina gore olusturduklart pikler bilgisayar ortaminda analiz edilir. Yalnizca, sik
goriilen andploidiler disinda diger sayisal anomaliler ile yapisal anomalileri tantyamamasi
ve diisiik oranli mozaisizmleri gosterememesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Levett ve

ark., 2001).

2.5.3.2. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (Cogul ligasyon bagimh
arttirnrm) (MLPA)

MLPA teknigi, DNA dizisindeki tek bir niikleotidlik degisikligi dahi ayirt edebilecek
etkinlikte olup, genomik DNA veya RNA dizisindeki 50 den fazla bolge i¢cin kopya sayisi
degisikliklerinin tespitini saglayan bir multipleks PCR teknigidir (Eijjk-Van Os ve
Schouten, 2011). MLPA, kullanim: kolay ve bir ¢ok laboratuarda uygulanmasi miimkiin

olan bir tekniktir ve yontemin ¢alisilmasi i¢in termal dongii cihazi ve kapiler elektroforez
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cihazina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu teknik ile aym c¢alismada 96 O©rnek birlikte
calisilabilmekte ve 24 saat icinde sonu¢ alinmasina olanak vermektedir (Toksoy, 2011).
MLPA teknigi sayesinde, en sik goriilen 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarinin anoploidileri
ve mikrodelesyon ve duplikasyonlar belirlenebilir (6rn; DiGeorge sendromu, Williams
sendromu, CMT1 / HNPP, Pelizacus-Merzbacher hastaligi, Spinal Muscular Atrophy
(SMA), subtelomerik bolgeler v.b.) ve kanser dokusundaki gen kazang/kayiplarinin
arastirilmasinda (6rn; Her2-neu (ERBB2), TP53, MYC v.b), timor siipresér genlerin
promotor bolgesindeki CpG adaciklarinin metilasyonunun incelemesinde de MLPA
teknolojisinden yararlanilir (Park ve ark., 2011; Kirchhoff ve ark., 2007). MLPA

tekniginin hedefe yonelik olup daha az ¢oziiniirliikle tarama yapabilmesi bir dezavantajdir.

2.6. ARRAY SONUCLARININ YORUMLANMASI

Array sonuglarmin yorumlanmasi icin belli bir algoritma izlenir. Oncelikle elde
edilen veriler internet ortaminda bulunan ve veritabani ad1 verilen bilgi depolarindaki (data
bank) verilerle karsilastirilir. Bu veriler zaman iginde c¢esitli merkezlerde yapilan
caligmalarin sonuclariin kaydedilerek birikmesi sonucu olusur ve saptanan degisimlerin
patojenik olup olmadigini tespit etmek i¢in yapilan tiim aile ¢caligmalarini, fenotip genotip

korelasyonu gibi bilgileri de igerir.

Bu amaca yonelik en sik kullanilan veritabanlarma UCSC Genome Browser,

ENSEMBL, DECIPHER, ISCA ve OMIM 06rnek olarak verilebilir.

De novo velveya fenotipik etkisi heniiz agiklanamamis degisiklikler i¢in ise
delesyon/duplikasyon bolgesinin igerdigi genler, bu genlerin kalitim bicimleri ve
fonksiyonlarina yonelik yapilan arastirmalarin sonuglar1 ile fenotip arasinda iligki

kurulmaya ¢aligilir.
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3. GEREC-YONTEM

3.1. MATERYAL
Bu calisma 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’ nda
prospektif olarak yiiriitiildii.

Calismada, Subat 2011 ile Subat 2012 tarihleri arasinda anabilim dalina fetal USG
de multip]l MSS anomalisi saptanan, fetal kromozom analizi yapilmak iizere kabul edilen,
fetal doku orneklerinden kromozom analizi ve klinik yonlendirme varsa uygun FISH
caligmalar1 yapilmis, ve herhangi bir anomali saptanmamis 20 olguya ait taze fetal doku

veya kiiltiir edilmis hiicrelerinden elde edilen DNA 6rnekleri kullanilda.

Fetal kromozom analizleri ve FISH calismalar1 Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali Sitogenetik ve Molekiiler Sitogenetik
laboratuvarinda, tibbi tahliye veya dogum sonrast olgu muayeneleri Anabilim dal

polikliniginde yapild1.

Calisma materyalini olusturan 20 olgunun invaziv girisimleri Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali, Perinatoloji Bilim
Dalr’ nda gerceklestirildi.

Seriye dahil edilen 20 olguya ait fetal materyallerden biri korion villus, dordii

amniotik s1v1 ve 15 i fetal kan 6rnegi idi.

Calismanm etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi. Caligmaya katilan tiim aile {iyeleri ve saglikli bireylerden
bilgilendirilmis onam alindu.

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Gerecler

3.2.1.1. Kullanilan Tasmabilir Cihazlar
a) NimbleGen MS 200 Mikroarray Tarayic1 (Roche)

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

d) Tam otomatik DNA izolasyon cihazi- Magna Pure Compact (Roche)
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e) Termal Dongii Cihazi (TechGene)
f) Santrifiij- Allegra X22R (Beckman)
g) Mikrosantrifiij- 5415R (Eppendorf)
h) Spektrofotometre- Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
i) Mikropipet Seti- (Gilson, Finpette)
j) PCR tiipleri- (Axygen)
k) Buzdolabi- SR-L629EV (Samsung)
/) Derin dondurucu- (Real)
m) Distile su cihazi- (Niive)
n) Su banyosu- 1083 (GFL)
o) Inkiibator- Shake n stack (Hybide)
p) Masaiistii 1sitic1 blok- Accublock (SBH130D Stuart)
q) Vorteks (V-1 plus BioSan)
r) Bilgisayar (Samsung)
s) DNA Bankalama programi- Ozel yapim veritabani (File Maker Pro V 8)
t) Array-CGH Analizi (NEXUS6.1)
3.2.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
a) NimbleGen Array Kitleri; CGX-3, CGX-6, CGX-12(Roche)
b) NimbleGen Cift renk DNA isaretleme kiti (Roche)
¢) NimbleGen Hibridizasyon kiti (Roche)
d) NimbleGen Wash Buffer Kiti (Roche)

e) Vacuum Concentrator (Savant DNA 120 Speed Vac Concentrator) (Thermo

Scientific)
f) DNA Isolation Kit for Mammalian Blood (Roche)
g) High Pure PCR Template Preparation izolasyon kiti (Roche)

h) Etanol-(Merck)
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i) p-Mercaptoethanol

j) Proteinaz K-(Roche)

k) 1xPBS tamponu

1) 2xSSC ¢ozeltisi

m) 0.4xSSC+0,05 tween 20 ¢ozeltisi

n) TE tamponu

3.2.2. Kullanilan Teknikler

3.2.2.1. DNA eldesi

Fetal doku Orneklerinden 12 sinde DNA izolasyonu Roche firmasmin High Pure
PCR Template Preparation izolasyon Kkiti ile yapildi. Fetal kan 6rnegi az olan 6 olguda
daha yiiksek verim almak icin izolasyon tam otomatik DNA izolasyon cihazinda (Magna
Pure Compact -Roche) yapildi. iki olguya ait bir ml den az fetal kan &rneginde daha
yilksek verim alabilmek amaciyla DNA Isolation Kit for Mammalian Blood (Roche)

kullanildi. Tiim izolasyonlar iiretici firma protokoliine uygun olarak yapild1.

3.2.2.2. DNA’ nin ¢oktiiriilmesi
Elde edilen DNA’ larin kirli olmasi1 durumunda etanol ¢oktiirmesi ile piirifikasyon

yapildi.
Protokol basamaklar1 soyleydi;
» Saflastirilacak DNA 6rnegi mikrosantrifiij tiipiine alindi,

» DNA ornegine son konsantrasyonu 0.3M olacak hacimd 3M sodyum asetat
eklendi.

Uzerine 2,5 hacim %100 etanol eklendi,

Altiist edilerek karigmasi saglandi ve 1saat +4°C’ de bekletildsi,
14.000xg’ de 30 dakika santrifiijle ¢coktiiriildii,

Siipernatant atilarak, ¢okeltiye %70’ lik etanol eklenip, karistirildi,

14.000 xg’ de 15 dakika santrifiijle ¢oktiiriildii,

vV VYV YV VY V VYV

Siipernatant atilip, ¢okelti oda 1s1sinda kurumaya birakildi,
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» Kuruma gergeklestiginde istenen konsantrasyon miktarinda olacak sekilde

TE tamponunda ¢oziildii.

3.2.3. A-CGH Cahsmasi

Array analizleri, NimbleGen MS 200 (Roche NimbleGen Inc, USA) platformunda,
0zgiin kromozom anomalilerinin tanisi i¢in dizayn edilen “targeted with backbone” olarak
adlandirilan; 720.000. prob iceren CGX-3 (n=4), 315.000 prob iceren CGX-6 (n=3) ve
135.000 prob iceren CGX-12 (n=13) array ¢ipleri kullanilarak yapild:.

A-CGH, test ve referans DN A’sinin igaretlenmesi, hibridizasyon, yikama, tarama

ve analiz agsamalarindan olusan yaklasik 3 giin siiren bir ¢aligsmadir.

3.2.3.1. Test ve Referans DNA ’sinin isaretlenmesi
Test DNA Cyanine3 (Cy3) (pembe), Referans DNA Cyanine5 (Cy5) (mavi)
boyasiyla isaretlendi. Isaretlemede ilk asamada kullanilan kimyasallar ve kullanim

miktarlar1 tabloda verildi.

Tablo 3-1: Isaretlemede kullanilan kimyasal miktarlart

Test DNA (pembe) Referans DNA(kirmizi)
Cy3 soliisyonu 40pl CyS5 soliisyonu 40pl
Test DNA 500ng(6rn;7,1ul) Referans DNA 500ng(6rn;2,07ul)
LHC-1 2ul LHC-2 2ul
dH?0 30,9ul dH?0 35,93
Toplam 80ul Toplam 80ul

Sonrasinda uygulanan asamalar ;
a) Hazirlanan 6rnekler PCR cihazinda +98°C’de 10dk boyunca denatiire edildi.

b) Ardindan kuru buz iizerinde 2 dk karanlikta bekletildi,

¢) Isaretleme (labelling mix) soliisyonu hazirlandi. Soliisyon icerisinde bir 6rnek igin

10ul ANTP mix, 8ul dH20 ve 2ul Klenow fragment bulunur,
d) 2dk siire sonunda orneklere 20ul isaretleme soliisyonundan eklendi,
e) Tipler hizlica santrifiijlendi,

f) Ornekler PCR cihazinda +37°C de 2 saat bekletildi,
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g) Siire sonunda Orneklere stop soliisyonundan 21,5ul eklenip vortekslenip santrifiij

edilerek reaksiyon durduruldu,

h) Ornekler (toplam 6rnek miktar1 121,5ul), icinde 110l isopropanol iceren 1,5ml’lik
tiipe aktarildi (toplam 6rnek miktar1 231,5ul) ve tekrar vortekslendi,

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

J) Mikrosantrifiijde 12,000 rcf’de 10dk santrifiij edildi ve mikro pipet ile siipernatanat
atildu.

k) Pelletler 500ul %80’lik -20°C’de bulunan soguk etanol ile yikandi. Tiip diplerine
vurularak pelletler kaldirildi,

1) MikrosantrifiijJde 12.000 rcf’de 2dk santrifiij edildi ve mikro pipetle siipernatant
atildi,

m) Tiipler DNA Vacuum Concentrator cihazina agizlar1 agik bir sekilde dengeli olarak

yerlestirilip orta 1sida yaklasik 3dk karanlikta pelletler kurutuldu,
n) Pelletler 25ul PCR dH2O ile sulandirilds,
0) Vortekslenip kisa santrifiij edilip tekrar vortekslendi,

p) Konsantrasyonlara dayanarak, son miktarlar1 esit olacak sekilde (31 ng/pl)

hibridizasyon i¢in gerekli test 6rnegi ve referans drneginin hacimleri hesaplandi.

q) Test (6rnegin;31/4.7=6,6ul) ve referans (6rnegin;31/4.2=7,4ul) ornekleri CGX-3
CGX-6 ve CGX-12 array setinde gerekli olan son konsantrasyonlar1 esit olacak

sekilde hesaplanarak 1,5 ml ependorf tiipiinde birlestirildi,

Tablo 3-2: Kullanilan Array setlerine gore
orneklerin son konsantrasyon

miktarlar1
CGX-3 CGX-6 CGX-12
3lpg 20pg 20pg

r) Speedvocte high beat (Vacuum Concentrator)’de 5-10dk gerekirse daha fazla

stirede kurutuldu. Burada mor bir goriintii elde edilmelisine dikkat edildi.

3.2.3.2. Hibridizasyon Asamasi

3.2.3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi



a) Hibridizasyon cihazi, +42°C ayarlanarak sicakligin stabil olmasi i¢in c¢aligmaya

baslanmadan en az 3 saat dncesinden acildi,

b) Kullanilan Array setlerine gore gerekli olan miktarlarda STC Orneklere eklenerek

stispansiyon haline getirilip vortekslendi,

Tablo 3-3: Kullanilan Array setleri
icin gerekli olan STC miktarlari

CGX-3

CGX-6

CGX-12

5,6ul STC

3,3ul STC

3,3ul STC

¢) Kullanilan array setine gore Master miks hibridizasyon soliisyonu hazirlandi. Her

ornege kullanilan Array setlerine gore gerekli olan miktarlarda hibridizasyon

soliisyonu eklendi,

Tablo 3-4: Master Miks Hibridizasyon Soliisyonu Miktarlar1

CGX-3 CGX-6 CGX-12
2X hybridization buffer 35ul 44,3ul 88,5ul
Hybridization component A 14ul 17,7l 35,4ul
Aligment oligo 1,4pul 1,8ul 3.6ul
Bir 6rnek i¢in kullanilan miktar 14.4pl 8,7ul 8,7ul

d) Tiipler yaklasik 15 sn vortekslenip ve santrifiijlendi,

e) Yeni 0,5ul’lik PCR tiiplerine ornekler konulup daha Onceden hazirlanan
programda PCR cihazinda +95°C’ de 5 dakika boyunca inkiibe edildi,

f) Vortekslenip kisa siireli santrifiij edildi,

g) Tiipler PCR cihazinda 42° de 6rnek yiikleme hazir oluncaya kadar bekletildi.

3.2.3.2.2. Mikser Hazirlama
a) Mikser ile array slayti bir araya getirmek icin PMAT kullanildi. PMAT altina
array slayt, barkod ve nimblegen yazis1 okunacak sekilde ve barkod sag tarafa

gelecek sekilde slayt’in kenarlarindan tutularak yerlestirildi,
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PMAT

Mikser

Hizalama
pinleri

Plastik

yay

Slide

Slide yerlestirme
bblgesi

Barkod

Sekil 3-1: PMAT ve kisimlari

b) Mikser-array slayt birlesimi kolay yapismasi icin 2dk 42°C de bekletildi.
3.2.3.2.3. Orneklerin Miksere Yiiklenmesi

a) Array icin 6zel mikropipet ve uclarla kullanilan array setine gore  istenen
miktarda Ornek cekilip ve mikserin O0rnek yiikleme haznesine Ornek dikkatlice

kabarcik olmayacak sekilde konuldu.

Tablo 3-5: Array setlerine gore hibridizasyon
icin kullanilan 6rnek miktar:

CGX-3 CGX-6 CGX-12
18ul 6rnek 10pl 6rnek 6ul 6rnek
Vent Ports
a pommeees [ | b Fill Ports
1 in ] jl | |
| | | | N ——
I T T e . v I | i
K o [ [ : § . AD . fpo2 AD3 # Al AlS r A | : °
! 1 {l {l I i I I
) 5 i LN SN W
AD1 AED AEJG . : : ; ; :

t
Fill Ports Vent Ports
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Fill Ports
805 AD7

Apa AN
; pps Jaso asz
= EdR S
5 [ T ‘-l; = Fill Ports
i WDl
R HH .
Vent Ports e
L ——
iy
Vent Ports

Sekil 3-2: a) CGX-3, b) CGX-6 ve ¢c) CGX-12 icin kullanilan mikserler

b) Hibridizasyon sisteminde B modu secildsi,

¢) 40 saat (yaklasik 2 gece) hibridizasyona birakildi.

3.2.3.3. Hidridizasyon Sonrasi Array Slayt Yikama Asamasi
Yikama Kiti igerisinden toz halinde ¢ikan DDT i¢ine yine yikama Kkitinin i¢inden
cikan nuklease-free water’dan 1200ul konularak sulandirild.

Yikamalar icin asagidaki diizenek hazirlanir

1. kiivet 2. kiivet 3. kiivet 4. kiivet
270ml 42°C dH20 270ml dH20 270ml dH20 270ml dH20
30ml 42°C Wash1 30ml Wash1 30ml Wash2 30ml Wash3
30l -20°C DDT e e
3041 -20°C DDT 30ul -20°C DDT 30l -20°C DDT
300ml TOTAL 300ml TOTAL 300ml TOTAL

Sekil 3-3: Slayt yikama diizenegi
a) Array slaytdan mikserin ayrilmasini kolaylastirmak i¢in, Wash-I iceren 1. kiivet
42°C ye getirildi,

b) Mikser Diassambly Tool, Wash-I iceren 1. kiivete konuldu,

¢) Mikser-slayt birlesimi, hibridizasyon sisteminden cikarilip, 42°C sicaklikta Wash-
I iceren 1. kiivet igerisine batirilmig olan Mikser diassambly Tool’a yiiklendi ve

10-15 calkalanip mikser slayttan dikkatlice siyrild,
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Mikser

Slide
slide-mikser ayinc

Sekil 3-4: Mikser’in slaytdan ayrilmasi

d) 2. wash-I soliisyon kiivetinde 2dk kuvvetlice ¢alkalandi,

e) Slayt wash-II soliisyonu iceren 3. kiivet icerisine transfer edilerek 1dk kuvvetlice
ve sabit bir hizda aynen Wash-I soliisyon kiivetinde oldugu gibi dikkatlice
calkalanda,

f) Slayt wash-III soliisyonu iceren 4. kiivet icerisine transfer edilerek 15 sn kuvvetli

ve sabit bir hizda diger wash soliisyon kiivetlerin de oldugu gibi ¢alkalandi,

g) Slayt mikroarray kurutucusuna yerlestirilip 3dk boyunca dondiiriilerek kurutuldu,

3.2.3.4. Slayt Tarama

a) Slayt scanner magazin igerisine yerlestirilerek taratildi,

b) Mikroarray tarayict bilgisayarinda NimbleGen MS 200 V1.2 programi agildi.
Oncelikle 40uM rezoliisyonda taranarak bir on goriintiisii elde edilen slayt

ikinci acamada 2 uM rezoliisyonda taranarak final goriintiisii olusturuldu,

CGEX-3 Array CGX-6 Array CGEX-12 Array

Sekil 3-5: Slaytlarin 2um rezoliisyonda
tarandiktan sonraki elde edilen
gorintust
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3.2.3.5. Verilerin Analizi
3.2.3.5.1. DEVA Analiz Software

Sistemin DEVA software’i kullanilarak verilerin NEXUS analiz programinda

analizlerinin yapilmasi i¢in “data-summary” adi verilen dosya olusturuldu.
Bunun igin;

a) Analiz yapilacak bilgisayarda bir ana dosya (6rn; DEVA), bu dosya icine de 3

adet alt dosya olusturuldu. Bu dosyalara asagida ki isimler verildi;

» Design; Array kutusunun kapaginda buluna CD igindeki datalar buraya
kopyalandi,

» Images; Mikroarray tarayicit bilgisayarindan alinan fotograflar buraya
kopyalandi,

» Analysis; Analiz yapildik¢a otomatik olarak veriler buraya atildi,

b) DEVA program acildi. Programin arayiizii asagidaki gibidir.

P biva-1.0

. Window

Top Bar

.....

Navigation lesigns | Designs Without Images Balla i Rl o

P00 | CGHTwt | 0010 | Irages Pl L BPIOE | £0H
LCH aro1en | coM Tur. | 0m0210_. | imagesPr| una.EPr| P 205 GG

Quick Tasks

ob Status

@ &3 InProgress: 0
N# o Competed: 0 |
@ & Failed ©

o] (B Aspnrasitonis | [ e ]| [ oo manses | (oo ]

Sekil 3-6: DEV A programi arayiizii
¢) DEVA programimin olusturdugu Export dosyasindan “data summary” dosyalar1

NEXUS analiz programina yiiklendi.

3.2.3.5.2. NEXUS Analiz Programm
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Olgularin DEVA programinda data summary’leri olusturulduktan sonra analiz

islemleri icin NEXUS programi kullamildi. NEXUS programmin ilk agilisinda ki

temelyiizii asagidaki gibidir.

File NexusDB Help

CREATE A r OPEN EXISTING
NEW-PROJECT PROJECT

NEXUS COPY NUMBER
Edition

QUICKSTART GUIDE USER MANUAL CUSTOMER mORUM BIODISCOVERY.COM

Sekil 3-7: NEXUS programi temelyliizii

M News =HECE

a) Yeni hasta dosyasi olusturmak i¢in Create a New Project sekmesi, 6nceden analizi

yapilmis hastalara geri donmek icin ise Open existing project sekmesi kullanildi,

b) Yiikleme yaptiktan sonra karsimiza Ornegi kalitesi ve meydana gelen

duplikasyon/delesyonlar hakkinda bilgi veren bir pencere acildi,

Sample Name 24_2012-04-06T121718_data_summary
Status Processed

Quality 0.08
One copy gain™ 2
Two or mare copy gain™ 0
One copy loss™ 0
Two copy loss™ 0
Total CN aberrations® 2

Manually Altered

Discarded % 0.11

Sekil 3-8: Ornekteki degisimler ve kalite
hakkinda bilgi veren NEXUS programi
arayuzi

¢) Overwiev imlecinden tiim kromozomlar goriintiilendi,



chr1 chr3
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dri3 dris dris chr17 dhris dhris

g
g

dhrat
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chrit

Sekil 3-9: NEXUS programinda analiz sonrasi karyogram goriintiisii
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d) Whole Genome imlecinden bir grafik olarak tiim genomda problarmm baglanma

diizey ve kalitesi goriilebilir,

1 z B 4 s & 7 s B 10 1 1z 13 14 |15 | 16 17 18 19 '20 2122

Sekil 3-10: NEXUS programinda analiz sonrasi tiim genom grafik goriintiisii

Chromosome imlecinden hangi kromozomu analiz edilmek

isteniyorsa o

kromozomu secip, o kromozoma ait degisimler incelendi. Ayrica degisim saptanan

kromozom bolgesinde bulunan gen bolgelerinin iizerine gelerek agilan imle¢den

cesitli veritabanlaria baglanilarak olasi yapisal gen degisimleri i¢in karsilastirma

yapildi,
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| Whole Genome | Chomosome | Summary |

chvomosome [T -] | § @) & & | B & |E 2 | & |l | 8 ][ semrcms awis 2a115,051,102 =n
. — » ——— )
= H EE I

——
— —
oo

Genes

s
RN

40 Mb 60Mb s0Mb 100Mb 120Mb 140 M 160 Wb 180 Mb 200 Mb

220 Mb 240 Mb

Cytoband
680,663[|p36.32 -p36.31

Indude 9% of CNV Overlap

218,201[p22.33

] [ Deleteregions | [ Modfyview | [ ExportmT |

Sekil 3-11: NEXUS programinda analiz sonrasi tek bir kromozomun genel goriintiisii

Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi mavi ile isaretli satirda, kromozom bdlgesini gosteren

siituna tiklandiginda asagidaki gibi genleri ve CNV bolgelerini gosteren bir pencere

acilmaktadir. Buradan genler hakkinda bilgi edinilirken, ayn1 zamanda

CNV’ler i¢in yapilan ¢aligmalarin yayin listesi ¢cikmaktadir.
W v zez2re s oo

genler ve saptanan

Co

{Genes(3) 1| ovs(3z)

Gene Chrom... Start End Length  Name Descri... Biologi... Celula... Molecu... OMIM... Other... Sanger... Lou
MIR4417 |chri 5,546,717| 5,546,730 7amicroRM. . icroRN. ., [1006 ~
AK125078 |chr1 5,544,355/ 5,650,902 106,548

MIR4689 |chr1 5,845,318| 5,845,388 71microRN.... microRN... 1006
NPHP4  [chrl 5,845,456| 5,975,120/  129,665nephron... This gen. .. jactin cyt... fcellcel j... protein b...l2 pOC10, ... 0 2617
KIABOG73 |chri 5,358,600| 5,075,118  116,519KIAADGT. . PHPA4, ... 2312

|

Q[ [} 3
5Rows

Sekil 3-12: NEXUS programinda saptanan genler ve CNV’leri

gosteren pencere
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f) Summary imlecinden tiim kromozomlar1 ve prob baglanma diizeyleri goriintiilendi,

St [oven

=) = |

chr1

Sekil 3-13: NEXUS programinda analiz sonrasi karyogram ve grafik goriintiisii

DNA Kkalitesinin iyi olmasi array calismalarinda, hibridizasyon basarisi i¢in oldukca
onemlidir. Array caligmasi sirasinda DNA kalitesinin sonuglar1 nasil etkiledigi, DNA
kalitesi kotii olan bir olgunun c¢alisilmasinda prob baglanma oraninin diisiik oldugunun
goriilmesiyle de test edilmis oldu. Olguda alkol coktiirmesi yapilarak array tekrar
edilmesine ragmen prob baglanma oraninda herhangi bir artis goriilmedi. DNA kalitesi
kotii olan bir olgunun NEXUS analiz programindaki goriintiisii asagidaki sekilde

gosterilmektedir.

a)

X

T e e )
I S -

e =r——

= r—}

s
miRNE

0 20Mp 40 Mb 60 Mb 80Mp 100Ms 120Mb 140 b 160 My 180 Mb 200 Mb 220Mp 240 Mb

511396A12_2012-03-16T142811_data_summary: Chromosome 1




1 2 3 @ s 3 7 s 5 o 11 12 B 14 15 16 17 ' 18 ‘1920 2122’ X v

fsample: 511396A12_2012-03-161142811_data_summary

Sekil 3-14: a) Kromozom {izerindeki prob baglanma orani, b) Whole genome goriintiisii
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda array-CGH teknigi ile degerlendirilen 20 olguya ait
demografik, klinik, sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve array sonuclar1 Tablo 4-1’de

gosterildi ve array sonuglarinda patolojik degisim saptanan 3 olgu ayrica anlatild.

4.1. Olgularin Toplu Sonuclar:
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4.2. 3 Olgunun Sunumu
4.2.1. Olgu-1: N.A.G.

Aralarinda akrabalik iligkisi olmayan 28 yasindaki saglikli anne ve 35 yasindaki
saglikli babanin (G4P3), 4. gebeliginde 36+ GH ‘da fetal USG’de alobar HPE (talamik
fiizyon, monoventrikiil), mikrosefali, arini, bilateral yarik dudak ve bilateral hidronefroz
saptanmas1 nedeniyle kordosentez uygulandi. Elde edilen fetal dokuda yapilan karyotip
analizinde normal kromozom yapis1 saptandi (Sekil 4-1). Fetal kandan izole edilen DNA
orneginde yapilan a-CGH calismasinda 7. kromozomun q35->q36.3 bdlgeleri arasinda
11.584 Mb biiyiikliigiinde bir delesyon ve 9. kromozomun p24.3->p21.3 kirik noktalarinda
20.242 Mb biiyiikliigiinde bir duplikasyon saptandi (Sekil 4-3). Bu degisimin
konfirmasyonu amaciyla FISH calismasi planlandi. Ancak olguya ait kiiltiir edilmis
fiksatifte hiicre siispansiyonu olmadigindan, kromozomlarda 7. ve 9. kromozomlarin
subtelomerik bolgelerine 6zgiin FISH calismasi yapilamadi. Kalan fetal kan hiicrelerinde
yapilan I-FISH calismasinda ise bu problarla ikiser sinyal alind1 (Sekil 4-2). Bu bulgu,
delesyon ve duplikasyonun intersisyel olabilecegini diisiindiirmektedir. Anne ve babaya ait
daha onceden alinan periferik kandan izole edilen DNA 6rneklerinde a-CGH analizleri ile
herhangi bir degisim saptanmadi. Olgunun eski metafazlar1 bu sonug¢ ile tekrar
degerlendirildiginde bant kalitesinin diisiik olmasmma ragmen 7q daki degisim
gozlenebilecegi diistiniildii. Olguda a-CGH ile saptanan parsiyel monozomi ve trizomi,
ailevi bir dengeli translokasyonun dengesiz iriinii olabileceginden parental kromozom

analizi planlandi. Ancak aile yurtdisinda yasadigindan ¢alisma heniiz gerceklestirilemedi.
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Olgunun a-CGH Sonucu: arr 7q35q36.3(147,250,584-158,816,094)x1,

9p24.3p21.3(199,254-20,231,750)x3
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Sekil 4-3: a) Olgu 1’in NEXUS analiz programindaki karyogram goriintiisii, b)
7.kromozomundaki delesyon goriintiisii, c¢) 7.kromozomunun q35-q36.3
bolgelerinde olusan 11,584Kb (%39 CNV) biiyiikliigiindeki delesyonun yakin
plan  goriintiisii, d) 9.kromozomundaki  duplikasyon  goriintiisii, e)
9.kromozomunun p24.3-p21.3 bolgelerinde olusan 20,242Kb (%57 CNV)
biiytikliigiindeki duplikasyonun yakin plan goriintiisii
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4.1.1. Olgu-2: N.K.

Aralarinda akrabalik iliskisi olmayan 28 yasindaki saglikli anne ve babanin (G1PO0),
ilk gebeliginin 14(+) GH ‘da fetal USG de (Sekil 4-4) saptanan bilateral ventrikiilomegali,
oligohidramnios, kisa femur boyu (3. persantilin altinda), plasentanin kalin olmast ve 11-
14. hafta tarama testinde artmus trizomi 21 riski (1:50) saptanmasi nedeniyle CVS
uygulandi. Elde edilen doku Kkiiltiiriinde karyotip analizinde normal sonu¢ saptandi (Sekil
4-5). A-CGH calismasi, CVS Kkiiltiiriinden kazanilan doku 6rneginden izole edilen DNA
materyalinde yapildi. 9. kromozomun q33.2->q33.3bolgeleri arasinda 1.411Mb
biiytikliigiinde bir delesyon saptandi (Sekil 4-6). Bu degisimin ailevi olup olmadigmin
arastirilmasi amaciyla olguda parental a-CGH caligsmasi plandi. Aile ile yapilan goriismede

gebeligin bagka bir hastanede sonlandirildigi ve fetusun postmortem muayene i¢in

1 D11 9%6mm
¢ D12.43mm

Sekil 4-4: Olgu 2’nin USG goriintiisii
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Sekil 4-6: a) Olgu 2’nin NEXUS analiz programindaki karyogram goriintiisii. 7q35°de
527Kb (%100 CNV), 14q11.2°de 369Kb (% 100 CNV) biiyiikliigiinde bir duplikasyon ve
9q33.2-33.3’de %19 oraninda CNV’ye denk gelen 1,411Kb biiyiikliigiinde bir delesyon
goriilmektedir, b) 9.kromozomdaki delesyon goriintiisii, ¢) 9.kromozomunun q33.2-q33.3
bolgelerinde olusan 1,411Kb (%19 CNV) biiyiikliigiindeki delesyonun yakin plan

goruntisii.
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4.1.2. Olgu-3: Z.G.

Aralarinda akrabalik iligkisi olmayan 22 yasmdaki saglikli anne ve 29 yasindaki
saglikli babanin (G2P1TT1), ikinci gebeliginin 27 (+) GH ‘da fetal USG’de (Sekil 4-7)
saptanan hidrosefali, TUA, batinda yaygin asit, yliizde yaygin odem, sag kaliektazi ve
larengeal atrezi nedeniyle kardiosentez ile kazanilan kandan kisa siireli hiicre kiiltiirii ile
elde edilen metafazlarda normal kromozom yapis1 (Karyotip: 46,XX) saptand1 (Sekil 4-8).
Agir patolojik USG bulgular1 nedeniyle termine edilen gebelikte fetusun postmortem fizik
muayenesinde; boy: 36 cm, tarti: 1900gr, OFC: 30 cm olarak 0l¢iildii. Masere olan fetusun
klinik bulgular1 ise yaygin cilt ddemi, tiim kraniyal siitiirlerde agiklik, asagi cekik palpebral
fissiirler, basik burun kokii, antevert burun delikleri, diiz filtrum, agiz kommissiirlerinde
sagda daha belirgin olan lateral cleft, ileri derecede gingival hiperplazi, dar damak, sol el 5.
parmakta klinodaktili ve TUA idi. Grafisinde ise iskelet sistemine ait herhangi bir anomali

saptanmad1.

Olguda direkt kandan elde edilen DNA’da yapilan A-CGH calismasmnda 3.
kromozomun p14.3 bolgesinde 561Kb biiyiikliigiinde bir delesyon saptandi (Sekil 4-9). Bu
degisimin ailevi olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla yapilan parental A-CGH
caligmasinda fenotipik olarak saglikli babada da ayni delesyonun varhigi gosterildi (Sekil
4-9d).

Sekil 4-7: Olgu 3’tin USG goriintiisii



2 ) o ()
1§ 200136 2¢ 7!

(OO (SN TR T
LA LI T | )(
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Sekil 4-9: a) Olgu 3’tiin NEXUS analiz programindaki karyogram goriintiisii. 3p14.3’de
561Kb (%1 CNV) biyiikliigiinde bir delesyon, 17g21.31°de 394Kb (%100 CNYV)
biiyiikliigiinde bir duplikasyon goriilmektedir, b) 3.kromozomdaki delesyon goriintiisii,
¢) 3.kromozomunun pl4.3 bolgesinde olusan 561Kb (%1 CNV) biiyiikligiindeki
delesyonun yakin plan goriintiisii, d) Paternal 3.kromozomunun delesyon goriintiisii, e)
Paternal 3.kromozomunun pl4.3 bolgesinde olusan 561Kb (%0,24 CNV)
biiyiikliigiindeki delesyonun yakin plan goriintiisii.
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S. TARTISMA

Kromozom anomalileri, multipl konjenital anomali ve mental retardasyonlu
(MKA/MR) olgularin etiyolojisinde onemli bir yer tutmaktadir. MKA/MR’lu olgularda,
klasik sitogenetik analizler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda %4-28 oraninda kromozom
anomalisi saptandigi bildirilmektedir (Curry ve ark., 1997; Rauch ve ark., 2006). Ancak
klasik sitogenetik yontemler hatta HRBT dahi < 5Mb kiicilk olan kromozom
anomalilerinin ve 6zgiin bir bant yapisina sahip olmayan oysa yogun genlerin bulundugu
kromozomlarin subtelomerik bolgeleri icin yetersiz kalmaktadir. Ayrica rutin testlerin
uygulandig1r laboratuvarlarda, kromozom ve bant kalitesinin istendigi diizeyde
tutulamadigi, zaman zaman her laboratuvarda sorun yasandigi da bir gercektir. Son 20
yilda <5 Mb ve nonspesifik bant alanlarinda olusan bu anomalilerin tamisinda FISH
teknigi onemli bir yer tutmaktadir. Postnatal olgularda klinik bulgularin bilinen bir
mikrodelesyon/duplikasyon sendromu ile uyumlu olmasi durumunda, bu sendroma 6zgiin
FISH problarinin kullanimiyla tam1 hizli ve olduk¢a kolaydir (Ravnan ve ark., 2006). Baz1
subtelomerik bolge delesyonlar1 6zgiin klinik bulgular: ile sendrom olarak tanimlanmig
(1p-, 13g-, 14g9- vs) olmasma karsin diger subtelomerik bolge delesyon ve
duplikasyonlarinin yol agtigi sendromlarin klinik tanisi heniiz miimkiin olmadigindan,
nonspesifik MKA/MR’lu olgularda karyotip ve spesifik sendromik FISH uygulamalari ile
sonuca ulagilamayan olgularda tiim kromozomlarin subtelomerik bolgelerinin incelenmesi
onerilmektedir (Ravnan ve ark., 2006).MR ve Dismorfik bulgular1 olan olgularda
subtelomerik bolgelerin FISH ve diger molekiiler tekniklerle yapilan analizinde %5-6
oraninda ek anomali saptanmistir. Boylece hem karyotip hem de subtelomerik bolge
analizlerinde saptanan kromozom anomalilerinin oram1 ~ %8-10 olarak verilmektedir
(Schaeffer ve ark., 2005). Klasik sitogenetik analizler ve FISH teknigi ile MKA/MR
olgularin ancak yarisinda kromozomal etiyoloji agiklanabilmektedir (Edelmann ve

Hirschhorn, 2009).

Ancak var olan FISH teknigi uygulamalarmin da tiim genomun yiiksek reziilosyon
ile taranmasina imkan saglamamasi yeni teknik arayiglarina yol acmistir. CGH bu
cabalarin sonucu olarak 90 larda gelistirilmistir. Bu teknik, kontrol DNA s1 ile incelenen
olgu DNA smin farkli renkte floresanli boyalar ile isaretlenerek kromozomlar iizerinde

hibridizasyonu sonucu olusan renk farklarmin degerlendirilmesi esasina dayanmaktaydi
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(Kallioniemi ve ark., 1992). Bu teknik ile tiim genomun incelenmesi miimkiin olabilmistir.
Daha sonra, ayni teknigin kromozomlar yerine spotlar halinde preparata yayilmis tiim
genoma hibridizasyonu ile a-CGH teknigi gelistirilmistir (Fiorentino ve ark., 2011). Bu
teknik, uygulamasi1 daha kolay ve anomalilerin tanisinda hassasiyeti daha yiiksek
oldugundan (Kb diizeyinde) hizla kullanim alami buldu ve son 10 yilda bir¢ok seri

caligmasia dayanan sonuglar yaymlanmustir.

Klinik olarak etkilenmis normal karyotip saptanmis postnatal olgularda a-
CGH ile yapilan seri ¢aligmalarinda saptanan anomali oram1 % 4,3 ile 17 arasinda
degismektedir. Lu ve ark. (2007) tarafindan rezoliisyonu birbirinden farkli iki ayr1 array
seti kullanilarak toplam 2513 olguluk bir serinin sonuglar1 yaymlanmistir. Bu olgulardan
680’1 rezoliisyonu daha diisiik olan array seti ile ve 1192’si rezoliisyonu daha yiiksek olan
array seti ile ¢alisilmis ve sonucglar karsilastirilmistir. Daha diisiik rezoliisyonlu array seti
ile % 4.1 (28/680) olan anomali oran1 , diger set ile %5.9 (70/1192) olarak belirlenmistir.
Bu calisma ile, a-CGH c¢oziiniirliigiiniin artisinin klinik oneme sahip degisim saptama
oranint arttirdigr ve bunun da klinik korelasyonun agiklanabilmesi nedeniyle genetik

danmismay1 giiclendirdigi 6n goriilmiistiir (Lu ve ark., 2007).

Yapilan biitiin seri ¢aligmalarmin  sonuglar1  degerlendirildiginde
MKA/MR’li olgularda genomik diizensizlik oranmin %12-18 arasinda degistigi
goriilmektedir. Biitiin teknikler birbirleri ile kiyaslandiginda; klasik kromozom analizleri
ile saptanan anomali orant %3-5 arasinda, normal karyotip analizlerinde saptanamayan
ancak subtelomerik FISH ile saptanan anomali orant %5-6 ve sadece a-CGH ile saptanan
anomali oraninin ise % 9-13 oldugu goriilmektedir. Ayrica, a-CGH problarmin daha fazla
bolgeye baglanabilmesi ve rezoliiyonunun FISH problarina gore daha yiiksek olmasi
nedeniyle subtelomerik anomalileri saptamada daha hassas olmasindan dolayi, klasik
sitogenetik analizler ile gosterilemeyen % 9-13 oraninda mikro anomalilerin a-CGH ile
saptanabildigi bildirilmektedir (Stankiewicz ve Beaudet, 2007) Bu teknik, dengeli yapisal
kromozom anomalileri, poliploidiler ve diisiik oranl1 mozisizmler disindaki tiim delesyon,
duplikasyon gibi submikroskobik degisimleri saptayabilme 6zelligine sahiptir (Lichtenbelt
ve ark., 2011a). Yapilan bir¢cok caliymada klasik sitogenetik ve diger tekniklerin
yakalayamadigi  submikroskobik  kromozom anomalilerini  yiiksek duyarlilikta

tantyabilmesi nedeniyle ISCA tarafindan 2010 yilinda yapilan bir konsorsiyumda bu
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tekniklerin MKA/MR grubunda rutin test olarak kullanilmas: 6nerilmistir (Miller ve ark
2010).

Prenatal tani amagh yapilan fetal kromozom analizlerinde, ¢ogu zaman klinik
yonlendirmenin olmamasi, metafaz ve bant kalitesinin postnatal ¢alismalar kadar yiiksek
olamamasi, inceleme materyalinin sinirli miktarda olmasi ve her seyden Onemlisi taninin
zamana karsi yiiriitiilmesi  nedeniyle zorluklar yasanmaktadir. Ozellikle ultrason
incelemesinde bilinen bir sendrom i¢in 6zgiin bir ultrason bulgusu yoksa uygulanabilecek
tek test karyotip analizi olacaktir. Son yillarda bu populasyonlarda subtelomerik FISH ve
MLPA calismalar: ile yapilmis bir dizi ¢alisma yaymnlanmistir. Chen ve ark.’nin (2006),
IUGG ve major ultrason bulgusu saptanmis karyotipi normal 27 fetustan olusan seri
calismasinda DiGeorge sendromu (DGS) ve subtelomerik bolge anomalilerini saptamak
amaciyla yapilan FISH incelemeleri ile 3 olguda (% 11) 22ql1.2 mikrodelesyonu
saptanmustir. Dikkat cekici olan bu 3 olgunun da DGS na 6zgiin kalp anomalilerinin
olmasidir. 2 olguda ise subtelomerik bolge delesyonu (1p36.3 ve 21q22.3) (% 7.4)
saptadiklar1 bildirilmistir (Chen ve ark., 2006). Multiple USG patolojileri olan 62 olguluk
bir bagka seride ise subtelomerik problarla yapilan FISH incelemesinde % 4 oraninda
klinik anlamli mikrodelesyon saptanmistir (Gignac ve ark. 2006). Modemont- Soler ve
ark.’nin (2010) 229 olguluk PATUS bulgusu olan ve normal kromozom kurulusuna sahip
olgularda MLPA teknigi ile yaptiklar1 calismada % 1.3 subtelomerik kriptik anomali
saptanmustir. Prenatal tamida farkli kitler ile yapilan MLPA calismalarinda %0-6,5
oraninda anomali saptandigi bildirilmekle birlikte olgu sayis1 yiiksek serilerdeki oran
9%1,3-1,7 arasindadir (Modemont-Soler ve ark., 2010). Kendi hasta polpulasyonumuzda
yapilan bir ¢calismada da 66 olgudan 2 sinde (%3) patoloji saptanmustir (Toksoy, 2011).

Tiim bu deneyimler sonucunda FISH ve MLPA tekniklerinin sinirh bilgi saglamasi
nedeniyle molekiiler karyotipleme adi da verilen array c¢alismalarina hiz verilmis ve bu
caligmalarla 1ilgili sonuclar 2005 yilindan beri uygulanan molekiiler karyotipleme
calismalarmin sonuglar1 arka arkaya yaymlanmaya baslanmistir. Ik baslarda bu teknik
prenatal olgularda mikroskobik dengesiz kromozom anomalilerinin konfirmasyonu
amaciyla uygulanmis ve standart kromozom analizleri ile saptanan dengesiz anomalilerin
a-CGH ile de saptanabilecegi gosterilmistir (Sahoo ve ark., 2006; Park ve ark., 2011).
Rickman ve ark. (2006) tarafindan bilinen 30 kromozom anomalili olguya ait amniyotik

sividan elde edilen DNA Orneginin 29’unda hem 6zel tasarlanmis array platformu hem de
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IMb ¢Oziiniirliige sahip tiim genomu kapsayan bir platform kullanilarak yapilan
karsilagtirmali bir calismada triploidi hari¢ tiim anomaliler konfirme edilmistir. Ancak
daha sonraki yillarda yapilan caligmalarda dengeli translokasyonlari, diisiik oranlh
mozaisizmleri ve triploidleri tanimada yetersiz kalmasi nedeniyle USG’de patoloji
saptanmas1 gibi yiiksek dengesiz kromozom anomalisi siklig1 beklenen olgularda
uygulamanin daha dogru olacagi goriisii agirlik kazanmaya baslamistir (Lichtenbelt ve

ark., 2011b; Novelli ve ark., 2012; Breman ve ark 2012).

Sitogenetik olarak goriiniirde dengeli de novo translokasyon tasiyicilarinin
%6’sinda ciddi mental gerilik ve multiple konjenital anomaliler goriilmektedir.
Mikroskobik dengeli de novo kromozom anomalisi saptanmis olgularda yapilan a-CGH
caligmalarinda %40 oraninda submikroskobik genomik dengesizlikler saptanmasi bu
gruptaki array caligmalarmin gerekliligini net bir sekilde ortaya koymaktadir ve prenatal
tanida saptanan bu anomalilerin a-CGH teknigi ile arastirilmasini zorunlu kilmaktadir (De

Gregori ve ark., 2007; Schluth- Bolard ve ark., 2009).

Breman ve ark. nin (2012) 1115 prenatal olguyu kapsayan ¢alismasinda 85 (%7.6)
olguda klinik 6neme sahip CNV saptanmustir. Bilinen kromozom anomalili 40 olgu bu seri
disinda tutulursa oran % 4.2°ye (45/1075 ) diismektedir. 1115 olgunun 18’inde (%1.6)
klinik 6nemi agiklanamayan degisimler saptanmistir. Calismaya dahil edilen tiim olgularin
endikasyonlar1 ve a-CGH ile saptanan anomaliler sirasiyla, FISH analizleri ile saptananlar
26/61 %42.6), kromozom anomalili aile Oykiisii (13/137, %9.5), fetal USG bulgusu
(38/410, %9.3), biyokimyasal testlerde artmis risk tasiyanlar (2/37, %5.4), ileri anne yas1
(5/394, %1.3)’dir. Normal kromozom yapisina sahip olan 1075 olgunun 18’inde (%1.7) ise
a-CGH ile klinik 6neme sahip genomik diizensizlikler saptanmistir. Bu caligma sonucunda
prenatal tanida a-CGH ile kromozom anomali saptama orani klasik sitogenetik yontemlerin
saptadig1 orandan yiiksek oldugu ve yiiksek ¢oziiniirliiklii dizin teknikleri ile bu oranin
giderek daha da arttig1 ayn1 zamanda klinigi agiklanamayan olgularin etyolojisinin ortaya

c¢iktig1 savunulmustur (Breman ve ark., 2012).

Italyan Human Genetik Dernegi’nin calisma grubu, tiim bilgi ve deneyimler
sonucunda a-CGH in; 1) konvensiyonel karyotipin yerini kesinlikle almamas1 gerektigi 2)
tim gebeliklerde genel tarama igin degil secilmis gebeliklerde ©zel tani amaciyla
kullanilmasi gerektigini 3) prenatal tamida 6zel indikasyonlarda spesifik bir endikasyona

sahip gebeliklerde; 1) izole veya multiple USG anomalisi saptanan gebelikler ii) karyotip
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analizinde dengeli bile goriinse de novo yapisal kromozom anomalilerinde iii) marker
kromozomlarin karakterizasyonunda tamamlayict ikinci bir test olarak kullanilmasini

onermektedir (Novelli ve ark., 2012).

Farkli caligma gruplarinda secilen olgu ve kullanilan array yontemine bagli olarak
saptanan anomali siklig1 farklilik gostermektedir. Shaffer ve ark.(2008) tarafindan yapilan
bir caliygmada PATUSG bulgusuna sahip olan 110 olgudan 2’sinde (%1,8) a-CGH ile klinik
anlamli anomali saptanirken, 12 olguda (% 7,9) bening CNV saptandig1 bildirilmistir.
Tyreman ve ark. (2009) tarafindan yapilan 106 olguluk normal kromozom kurulusuna
sahip, fetal USG’de patoloji saptanmis baska bir caligmada ise a-CGH ile 7 olguda
delesyon, 3 olguda ise duplikasyon (% 9,4) saptanirken, 12 olguda (% 11.3) bening CNV
saptandig1 bildirilmistir. Evangelidou ve ark. (2010) PATUSG bulgusu olan normal
kromozom yapisina sahip 15 olguda yaptiklar1 a-CGH calismasi ile 2 (% 13.3) olguda
anomali, 1 (% 6.7) olguda bening CNV saptamislardir. D’Amours ve ark. (2012)
tarafindan yapilan ¢calismada fetal USG’de patoloji saptanmis normal kromozom yapisina
sahip 49 olguluk bir seri caligmasinda, fetal USG’de alobar HPE gozlenen ve 2p21°de
SIX3 genini de iceren delesyonla birlikte toplam 4 olguda klinik anlamli degisim
saptamiglardir (% 8.2). Bu ¢aligmada 30 olguda ise bening CNV saptanmistir (% 61.2)
(Shaffer ve ark., 2008; Tyreman ve ark., 2009; Evangelidou ve ark. 2010; D’ Amours ve
ark., 2012).

MSS anomalileri ile sayisal ve yapisal kromozom anomalileri arasindaki iliskiye
deginen literatiirlere bakildiginda Goetzinger ve ark. (2008) 1990-2006 yillar1 arasinda,
prenatal ve postnatal 62,111 olguluk olduk¢a biiyiik bir seri caligmasinda major MSS
anomalisine sahip 587 (%0,9) olgunun sonuclar1 sunulmustur. izole spina-bifida, HPE ve
KKA’nin 6zellikle trizomi 13, anensefalinin trizomi 18 ve KPK ile ventrikiilomegalinin ise
trizomi 21 ile yiiksek oranda iliskili oldugu gosterilmis, ve MSS anomalisi varhiginda
saptanan anoploidi oranmin %?2-20 arasinda degistii sonucuna varilmistir. Sadece MSS
anomallerini iceren ve bunlarin yapisal anomaliler ile iliskisi gosteren, derleme calismalar:
disinda herhangi bir caliymaya literatiirde rastlanmamistir. Tyshchenko ve ark. (2008)
tarafindan otozomal kromozomal diizensizliklerin, genellikle MSS anomalisi ile iligkili
olmasindan yararlanilarak yeni gen lokalizasyonlarmin tanimlanmasmi hedefleyerek bir

derleme calismasi yapilmistir. Oldukca biiyiik bir seriyi iceren bu ¢alismada (3000 olgu)

14 beyin malformasyonu sec¢ilmis ve toplamda 541 delesyon, 290 duplikasyon tasiyicisinin
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bilgileri derlenerek 55 farkli kromozom bélgesinde 67 delesyon, 36 farkli kromozom
bolgesinde ise 88 duplikasyon olduguna deginilmistir. Bu degisimlerden 31 delesyon ve 8
duplikasyon klinik bulgularla uyumlu bulunmustur.

Giiniimiizde kromozom anomalilerinin tanisinda artik vazgecilmez bir teknik olan
a-CGH tekniginin laboratuvarmmizda uygulanabilir duruma getirilebilmesi, gerekli alt
yapinin olusturulmasi ve deneyimlerin arttirilmasi: amaciyla ilk asamada, ¢ok sik goriilmesi
nedeniyle USG’de MSS anomalisi saptanmig, normal kromozom yapisina sahip
olgulardaki olas1 submikroskobik genomik dengesizliklerin bu teknikle arastirilmasi
planlanda.

Literatiirde prenatal donemde izole MSS anomalisi olan olgu bazinda yapilmis
caligmalar disinda tiim MSS anomalilerini kapsayan ve array teknikleri kullamilarak
yapilan bir seri ¢aligmasina rastlanmamistir. Bu nedenle bu calisma, MSS anomalili
olgularda molekiiler karyotipleme yontemiyle arastirilan ilk seri ¢caligmasi olacak ve elde

edilen veriler literatiire katki saglayacaktir.

Calismamizda, fetal USG ile MSS anomalisi saptanan 20 olgudan 3’iinde (olgu 1,
olgu 2 ve olgu 3) patolojik olabilecegi diisiiniilen 200 Kb’ {iizerinde 4 degisim
saptanmistir. Bu degisimler olgu sirasina gore; 7q35q36.3 (11.584Mb) delesyonu ve
9p24.3-p21.3 (20.242Mb) duplikasyonu (olgu 1), 9q33.2q33.3 (1.411Mb) delesyonu (olgu
2) ve 3p14.3 561Kb delesyonudur (olgu 3). Bu seride klinik olarak anlamli anomali orani
%35 olarak saptanmuigtir.

1S olgumuz fetal USG’de Alobar HPE (talamik fiizyon, monoventrikiil),
mikrosefali, arini, bilateral yarik dudak, bilateral hidronefroz saptanmasi nedeniyle yapilan
fetal kromozom analizinde normal karyotip saptanan olgu idi. CGX-3 kiti ile yapilan
molekiiler karyotiplemede olgunun 7q35-q36.3 bolgesinde 11.584Mb biiyiikliigiinde bir
delesyon ve 9p24.3-p21.3’de 20.242Mb biiyiikliigiinde bir duplikasyon saptanmistir.
Olguda saptanan anomalinin konfirmasyonu amaciyla kiiltiir edilmemis fetal kanda 7q ve
9p subtelomer bolgesine dzgii prob (cytocell) kullanilarak interfaz FISH ¢aligmasi yapildi.
7. ve 9. kromozomun her iki subtelomer bolgesi i¢in ikiser sinyal alindi. Ancak, a-CGH
analizinde saptanan delesyonun kirik noktalar1 147,250,584-158,816,094 iken kullanilan ve
klon numaras1 G31340 olan 7q subtelomer FISH probunun kirik noktalarinin 158,803,232-
159,003,800 olmasi1 bu probun delesyon bdlgesi ile tam Ortiismedigini ve bu da delesyonun

intersisyel olabilecegini gostermektedir. Olguya ait metafaz kromozomlarmna tekrar
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degerlendirildiginde, 7. kromozomda goriiniirde herhangi bir degisim olmadigi, ancak
kromozom kalitesinin diisiik olmasi nedeniyle bu anomalinin varligmin kesin olarak
degerlendirilemeyecegi soylenebilir. Olguda aynit anda hem delesyon hem de
duplikasyonun bulunmas: ailevi bir dengeli translokasyonun dengesiz iiriinii olabilecegini
diisiindiirdiigiinden parental kromozom analizleri yapilmasi planlanmis ancak aile Libya’da
yasadig1 i¢in kromozom analizi yapilamamistir. Ebeveynlerden daha 6nce alinan EDTA’1
kan Orneklerinden yapilan a-CGH c¢alismasinda ise herhangi bir degisime rastlanmamustir.
Ancak a-CGH dengeli kromozom anomalilerini saptayamadigindan bu sonu¢ parental

karyotipin normal oldugunu gostermedigi diistiniilmiistiir.

Olguda 7. kromozomun q terminal bolgesinde saptanan delesyon bolgesinde
toplam 161 gen bulunmaktadir. Bu 161 gen icerisinde yer alan Sonic hedgehog (SHH)
geninin mutasyon ve delesyonlari, HPE ile iliskili oldugundan ve literatiirde buna benzer

pek cok calisma bulundugundan bu sonug olgunun klnik bulgular: ile uyumlu bulunmustur.

SHH geni (MIM*600725); embriyonun erken déneminde Onbeyin, spinal
kord, ekstremite, dis ve orta hat yapilarmin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Yapilan bir
cok hayvan modeli ¢alismasinda SHH geninde olusturulan mutasyonlarin, ventral orta hat
defekti sonucunda HPE’ye neden oldugu gosterilmistir (Scholpp ve ark., 2006, Taniguchi
ve ark., 2012, Ishida ve ark., 2011).

Litaratiirde SHH geninin fonksiyon kaybinin HPE ile iliskili oldugunu gosteren ¢ok
sayida caligma bulunmaktadir (Gurrieri et al. 1993). Simdiye kadar 50’den fazla olguda
SHH geni de iceren 7q36.3’de de novo delesyon bildirilmistir (Bisgaard ve ark., 2006).

Chen ve ark tarafindan yapilan bir caligmada, alobar HPE, siklops ve mikrosefalili
fetusda 46,XX,der(7)t(3;7)(p23;q36)(parsiyal trizomi 3p(3p23-->pter) ve monozomi
7q(7q36-->qter)) karyotipi saptanmis. Anne-babada yapilan karyotip analizinde, fetustaki
der(7)’nin paternal kaynakli oldugu tespit edilmistir (Chen ve ark. 1999).

Frints ve ark. tarafindan 7q terminal delesyonu bulunan 3 olguda yapilan baska bir
caliyjmada HPE mikroformuna sahip 2 olgudan birinde FISH analizleri ile paternal
t(5;7)(q35.2;936.1) karyotipi saptanirken iken diger olgunun de novo oldugu gosterilmistir
(Frints ve ark. 1998).

Olgunun 9. kromozomun p24.3-p21.3 bolgesinde saptanan duplikasyon bolgesinde
117 gen bulunmaktadir. Bu genler arasinda yer alan VLDLR (MIM*192977) geni; serebral
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ve serebellar gelisimde rol oynarken, migrasyonda da gorev almaktadir. Bu gende
meydana gelen mutasyon ve delesyonlar Serebellar hipoplazi, lizensefali, Alzheimer
hastaligi, otizm ve bobrek anomalileri ile iliskilendirilmektedir (genecard, OMIM). Bu
bolgede yer alan bir diger gen olan GLIS3 (MIM*610192) geni; embriyonun erken
doneminde akciger, bobrek, treka ve genital dokularda eksprese olmaktadir. Yapilan bir
cok hayvan modeli caligmalar1 ile Ozelikle bobrek dokularinda asir1 eksprese oldugu
gosterilmistir. GLIS3 genindeki mutasyonlar seker hastalii, konjenital hipotiroidizm, yiiz
anomalileri, konjenital glokom, karaciger fibrosizi ve polikistik bobrek hastaliklar: ile
iliskilendirilmektedir. Bu iki gen incelendiginde delesyon ve mutasyonlar1 belirtildigi gibi
cesitli bulgulara yol acabilir. Olgumuzun ultrason bulgular1 arasinda yer alan bilateral
hidronefrozun bu iki genin duplikasyonlariyla iligkili olup olamayacagi sorusu da akla
gelmektedir. Bu bolgede yer alan SLC24A2 (MIM*609838) geni retinada eksprese
olmaktadir ve retina goz reseptdrlerinde karanlik aydinlik gegisini saglayan Na* - Ca** - K*
dengesini saglamaktadir. Ancak bununla ilgili yapilan bir ¢aligmada bu genin defektinin
fotoreseptorlerde ciddi bir kayba neden olmadigi belirtilmistir. 9. kromozomda yer alan
duplikasyon bolgesine iliskin olarak litaratiirde bilateral hidronefroz disinda olgunun diger

klinik bulgularmi agiklayacak herhangi bir bilgiye rastlanmamagtir.

Fetal USG bulgular: bilateral ventrikiilomegali, oligohidramnios, FL 3. persantilin
altinda, plasenta kalin olan olgu-2’de 9q33.2-q33.3 bolgesinde 1.411Mb biiyiikliigiinde bir
delesyon saptanmustir. Delesyon bolgesindeki 20 gen igerisinde yer alan LHX2 geni ile
ilgili olarak yapilan bircok hayvan modeli calismasinda bu gende meydana gelen
mutasyonlarm 6n beyin gelisiminde defekt olusturdugu sonucuna varilmistir. Bu degisimin

ailevi olup olmadigini arastirmak amaciyla anne ve babada A-CGH calismas1 planlandi.

LHX2 geni (MIM*603759) oOnbeyin gelisimi sirasinda kortikal ndroepitelyum
hiicrelerinde ekspere olmaktadir ve hipokampus ile neokorteksin kortikal kimliginin
belirlenmesinde rol oynamaktadir (Hebert ve Fishell, 2008). 2008’de Mangale ve ark.
tarafindan yapilan fare modelleri caliymalarinda LHX2 genini molekiiler, hiicresel ve
fonksiyonel bir kanit olarak kortikal kimligin temel yapisal belirleyicisi olarak
tanimlamislardir(Mangale ve ark., 2008). 2010 yilinda Mellodo ve ark. tarafindan yapilan
bir calismada LHX2 geninin sizensefali icin aday gen olabilecegini One siirmiislerdir.
Bizim olgumuzda da bu gen de delesyon bulunmasi bu genin beyin anomalilerinin

olusumunda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Mellado ve ark., 2010).
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Fetal USG bulgular1 agir hidrosefali, TUA, yiizde yaygin 6dem, sag kaliektazi,
larengeal atrez olan olgu-3’de 3pl14.3 bolgesinde 561Kb biiyiikliigiinde bir delesyon
saptanmustir. Yapilan bir ¢ok hayvan modeli ¢calismasinda, delesyon bolgesinde yer alan 6
gen icerisindeki HESX! geninde olustulan mutasyonlarmm da LHX2 geni gibi Onbeyin
gelisiminden sorumlu olabilecegi bildirilmistir. HESX/ geni (MIM*601802) normal
Onbeyin gelisimi, goz ve hipofiz bezi gibi diger on yapilarin gelisimi icin gereklidir. Bu
gendeki mutasyonlar, septooptik displazi, HESX1 ile ilgili biiylime hormonu eksikligi ve
kombine hormon eksikligi ile iligkilidir (genecard, Cruz ve ark. 2010). Bu degisimin ailevi
olup olmadigimi arastirmak amaciyla anne ve babada a-CGH c¢alismasi yapildi. Saghkl
babada ayni bolgede (3pl14.3) delesyonun gosterilmesi, degisimin yeni bir polimorfik

varyant oldugunu gosterdi.

Fetal USG bulgulari; alobar HPE, mikrosefali, ekojenik kardiyak odak, blt
hidronefroz, IUGG olan olgu 9°da 6q12’de 194.26Kb biiyiikliigiinde saptanan delesyonda
yer alan EYS (MIM*612424) geninindeki mutasyonlar retinitis pigmentosa tip 25 ile
iliskilidir. Mutasyonlar retinal fotoreseptor hiicrelerinin dejerenasyonuna yol acar ve
hastalarda cogunlukla 25 yasinda sonra baslayan gece korliigii sikayeti vardir. Etkilenen
kisilerin ¢ogu 55-60 yaslarindan 15181 neredeyse hi¢ algilamazlar. EYS genindeki
mutasyonlar OR kalitilmaktadir (Barragan ve ark. 2010). Bu nedenle olgunun tek allelldeki
delesyondan dolay1 etkilenmesi beklenmemektedir (genecard, OMIM). Ayrica 8q24.23’de
208Kb biiyiikliigiinde tanimlanmis yapisal bir gen icermeyen bir delesyon ve 10q11.21-
ql1.22’de 631Kb biiyiikliigiinde herhangi bir klinik anlami olmayan duplikasyon

saptanmugtir.

Fetal USG’de; hidrosefali, lateral ventrikiil atriyal bolge genisligi olan olgu 7 ve
KKA, kolposefali, gbzyas1 damlas1 bulgusu olan olgu 8’de 6p25.3’de 80Kb biiyiikliigiinde
bir delesyon saptanmustir. Her ne kadar delesyonlarda alt sinirimmiz 100 Kb olsa da,
delesyonlu bolgede yapisal bir gen olmasi nedeniyle bu iki olgu 0©zel olarak
degerlendirilmistir. Bu bolgede yer alan DUSP22 geninde meydana gelen mutasyon ve
delesyonlar Duane retraksiyon sendromu, multipl epifizyal dizplazi, miyop ve gogiis
kanseri hastaliklar: ile iliskilendirilmektedir (genecard). Olgu 7°de ayrica 21q22.11-
g22.12’de 201Kb biiyiikliigiinde bir duplikasyon saptanmistir. Bu bolgede yer alan
genlerden RCANI(DSCR1) (MIM*602917) geni MSS gelisiminde rol oynarken 6zellikle
Down sendromlu fetuslarin beyninde asir1 eksprese olmaktadir. KCNEI (MIM*176261)
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ve KCNE2 (MIM*603796) genlerinde meydana gelen mutasyon kalp kasi hiicresi aksiyon
potansiyelinin repolarizasyon fazini etkileyen iyon kanallarinin fonksiyon bozuklugu olan
uzun QT sendromuna neden olmaktadir. Bu bolgede yer alan diger genler (FAMI165B,
C210RF51, BC049386) olgunun klinik bulgular1 ile uyusmamaktadir (Yiiksel ve ark.,
2002, genecard, OMIM). Agir PATUSG bulgular1 yaninda endikasyonlar1 arasinda AY ve
UT artmus risk (1:210) bulunan Olgu 8’de ise Xpl1.22°’de 256kb biiyiikliigiinde bir
duplikasyonun saptanmistir. Bu bolgede yer alan CCNB3 ve DGKK genleri ile ilgili olarak
literatiirde olgunun klinik bulgularini agiklayacak herhangi bir bilgiye rastlanmamigtir.
CCNB3 geni hiicre boliinmesi sirasinda hiicre siklusunun kontroliinde onemli bir rol
oynarken, DGKK geninin varyasyonlar1 hipospadiyas ile iligkili bulunmaktadir (genecard).
Ayrica 3p26.3’de 262Kb’lik tanimlanmig yapisal bir gen icermeyen bir delesyon

saptanmugtir.

Fetal USG bulgularinda ortak olarak ventrikiillomegali olan olgu 4 ve 5’de
2q37.3’de 444Kb biiyiikliigiinde daha onceki calismalarda saglikli bireylerde de oldugu
bilinen polimorfik bdlgede bir delesyon saptanmistir. Saptanan bu delesyonun
konfirmasyonu i¢in dip materyali olan 5. olguda 2. kromozomun q kolunun polimorfik ve
nonpolimorfik subtelomer bolgelerine 6zgii problar (cytocell) kullanilarak FISH ¢alismasi
yapildi. Olgu 5°de 2. kromozomun q kolunun polimorfik subtelomer bolgesinde delesyon
saptanirken, nonpolimorfik bolge i¢in ikiser sinyal alindi. Bu sonug ile 2q37.3 deki
delesyon konfirme edilmis ve saptanan delesyonun polimorfik bir degisim oldugu
gosterilmigtir.  Yaygin telomerik polimorfizmler popiilasyonun yaklasik %’linde
goriilmekte ve bunlarin boyutu 100Kb’den daha biiyiik olabilmektedir. Bunlarin i¢inde en
yaygin olarak goriileni de 2q subtelomerik bolgesidir. Ozellikle subtelomerik tarama yapan
gruplarin sik sik klinik anlami olup olmadigi konusunda siipheye diistiigii ve parental
analizler gibi ek caligmalar yapmak zorunda kaldig1 bir durumdur (Wilkie ve ark., 1991,
Macina ve ark., 1994, Ledbetter ve Martin, 2007). Olgu 5’de ayrica 15q11.2’de 590Kb’lik
bir delesyon saptanmistir. Bu degisimlerin ailevi olup olmadigini arastirmak amaciyla her
iki olguda parental a-CGH c¢aligmasi yapilmistir. Olgu-4’de saptanan degisimin paternal,

olgu-5 de ise sadece 15q11.2 degisiminin maternal kalitildig1 gosterilmistir.

Literatiirde 2q37.3 nonpolimorfik bolge delesyonlarmin brakidaktili-mental
retardasyon sendromu (BDMRS)(MIM#600430) ile iliskilendirildigi bir¢cok calisma

bulunmaktadir. Ayrica bu bolgenin otizm ile ilgili olabilecegini gosteren calismalar da
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mevcuttur. Mazzone ve ark. tarafindan 2012 yilinda yapilan bir calismada 2q37°de
delesyon bulunan, 4 yasina kadar BDMR ve otizm septomlarini gosteren 2 olguda 5 yillik
siire¢ icerisinde septomlarin etkilerinde azalmalar gozlemlenmistir (Mazzone ve ark.,
2012). Galasso ve ark. tarafindan 2008 yilinda yapilan bir baska calismada otizm ve
mental retardasyona sahip 8 yasindaki bir olguda 2q subtelomer probu (Vysis) kullanilarak
yapilan FISH calismasinda 2q37.1’de de novo delesyonu saptanmistir. Litereatiir ile
yapilan karsilastirmalar sonucu otizme neden olabilecek bir¢ok aday gen olmasina karsilik
2q37 delesyon bolgesinde yer alan genlerin yiiksek oranda otizme neden oldugu bu

calismada belirtilmistir (Galasso ve ark., 2008).

Herhangi bir ortak ultrason bulgusu olmayan 3 olguda (olgu-2, olgu-11 ve olgu-13)
14q11.2°de 559Kb biiyiikliigiinde duplikasyon saptanmistir. Bu sonuclar da bu bolgede yer

alan duplikasyonlarin polimorfik 6zellik oldugunu desteklemektedir.

Olgu-11"de Xg28’de 117Kb biiyiikliigiinde saptanan delesyonda yer alan OPNILW
(MIM*300824) geninde meydana gelen mutasyon ve delesyonlar renk korliigline neden
olmakta ve ilerleyen yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (Deeb ve Motulsky, 2011). Olgunun
prenatal bir olgu olmasi nedeniyle hastaligin prognozu hakkinda bilgi verilemez ancak aile

calismasi yapilarak parental orijin arastirilabilir.

Olgu-16’da 4q35.2’de 1.068Mb biiyiikliigiinde bir duplikasyon ve 16pl12.1°de
200Kb biiyiikliigiinde bir delesyon saptanmistir. Bu degisim bolgelerinde bulunan genlerle
ilgili incelenen veritabanlarinda herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Ancak parental

caligmalar yapilarak bu degisimlerin ailevi olup olmadiklarinin arastirilmasi planlanmustir.

Ortak bulgular1 hidrosefali olan 3 (olgu-3, olgu-13 ve 14) ve ortak USG bulgusu
olmayan 2 olguda (olgu-10 ve olgu-15) 17q21.31’de 334Kb biiyiikliigiinde bir
duplikasyon saptanmistir. Bu duplikasyon bolgesinde bulunan genlerle ilgili incelenen
veritabanlarinda herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Olgu-3’de yapilan parental
analizlerde degisimin maternal kalitildig1 gosterilmistir. ISCA veri tabaninda yer alan ve
fenotipi belirtilmeyen bir olguda biiyiikliigii 477Kb, kirik noktalar1 chr17:41464491-
41942451 olan paternal kalitilan bir duplikasyon bildirilmistir. Diger olgularda da parental
caligmalar yapilarak bu degisimlerin ailevi olup olmadiklarinin arastirilmasi planlandi.
Eger bu calismalarda da ailevi bir kalitim saptanacak olursa bu bdlgenin polimorfik bir

ozellige sahip oldugu kanitlanacaktir.
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Olgu 5’de 5g23.1°de 629Kb biiyiikliigiinde bir delesyon saptandi. Bu degisimin
ailevi olup olmadigini arastirmak amaciyla anne ve babada a-CGH calismasi yapildi

Saptanan degisimin paternal kalitildig1 gosterildi.
Olgu-17, olgu-18, olgu-19 ve olgu-20’de ise herhangi bir degisim saptanmamaistir.

Calisma grubunu olusturan olgularin 13’inde (%65) en az bir tane %100 CNV
saptanmustir. %100 CNV olarak degerlendirilen bolgeler, Human Genome Mutation
Database(DGV)’de en az iki ¢alismada saglikli bireylerde de goriilen degisim bolgeleri ile
tamamen uyum gosteren varyasyon yerlerini ifade etmektedir. Bizim ¢alismamizda da bazi
olgularda ortak CNV degisimleri saptanmustir (tablo4-1). Literatiir ¢calismalar1 saptanan
CNV’lerin bening yada patolojik oldugunun belirlenmesi i¢in olgularda parental orijin
caligmasmin yapilmasi gerekliligini vurgulamaktadir. Ornegin calisma grubumuzdan 5
olguda 17g21.31’de %100 CNV degisimi saptanmistir. 5 olgudan 3’iinde ortak hidrosefali
endikasyonu vardir. 3 olgudan biri olan olgu 3’de yapilan anne-baba a-CGH c¢aligmasinda
anne’de ayni bolgede duplikasyon saptandigindan bu degisimin bening oldugu
gosterilmistir. Bu degisimin diger olgular i¢in de bening oldugu diisiincesi giindeme
geldiginden diger olgularda da ayni sekilde aile caligmasi ilerleyen zamanlarda
planlanmstir. Ayrica KMA yapilarak, ayn1 CNV saptanan ortak endikasyonlara sahip olgu
sayist zamanla arttikca o endikasyona ©zgii olasi bir aday gen bulunmasi s6z konusu

olabilir.

SIGU’nun son yillarda yapilan calismalar 1s18inda prenatal tam i¢in a-CGH
tekniginin; tiim gebelikler yerine sadece spesifik endikasyona sahip (Orn; izole ya da
multiple PATUSG bulgusu olan, konvansiyonel kromozom analizleri ile saptanan de novo
dengeli yapisal kromozom anomalileri) prenatal olgulara uygulanmasi gerektigi
vurgulanmustir. Bu caligmada klasik karyotip analizlerine ek olarak % 5 anomali orani

saptanmas1 a-CGH yOnteminin 2. ek tamn testi olarak kullanilmas1 6nerisi desteklemektedir.

A-CGH calismas1 yapilan merkezlerde, a-CGH ile degisim saptanan olgularda
sonucun dogrulanmasi i¢in varsa ticari, yoksa BAC FISH, STR analizleri, QF-PCR, MLPA
gibi birden fazla teknigin kisa siirede uygulanabilecegi bir altyapismin olmasi gerekir.
Ayrica prenatal olgularda FISH’in konfirmasyon i¢in kullanilacagi durumlarda olguya ait
yedek metafaz hiicrelerinin olmamasi durumunda ¢aligma yapilamamaktadir. Bu nedenle,
calisma planlanirken caligmaya dahil edilecek olgulardan her tiirlii yedek materyalin

depolanmasi gerekmektedir.
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Bu tez calismasi sonrasinda a-CGH tekniginin, kiiltiir edilen amniotik sividan,
kiiltiir edilmemis korion villus 6rnegi ve fetal kordon kan 6rnegi hiicrelerinden izole edilen
DNA materyallerinde basari ile uygulanabildigi goriilmiistiir. Orneklerden elde edilen
DNA’larin nicelik ve nitelik olarak teknigin basarisini 6nemli dl¢iide etkiledigi sonucuna
varildi. Uygulamasi kolay, hizli olan bu teknik ayni zamanda kullanilan kite gore tek

seferde en az ii¢ prenatal 6rnegin ayni1 anda calisilmasi ile avantaj saglamaktadir.

A-CGH’in her olguda uygulanmasmin ise, klinik etkisi heniiz tam olarak
bilinmeyen degisimlerin de saptanmasinin genetik danismay1 zorlastiracabilcegi ve aileye
ek psikolojik sorunlar getirebilecegi géz Oniinde bulundurularak heniiz uygun olmadigi,
deneyim ve bilgi birikiminin artmas1 gerektigi kanisina vardmustir. Ayrica, a-CGH test
fiyatinin, tekrarlar ve saptanan degisimlerin ailevi varyant olma olasiligini diglamak

amaciyla yapilan parental calismalar nedeni ile ~% 60 oraninda arttig1 anlasilmistir.

Bu c¢alisma dizin teknikleri konusunda boliimiimiizde yapilan ilk ¢alisma olmakla
birlikte, tilkemizde de Oncii caligmalar arasinda yer almaktadir. Dolayisiyla dizin
caligmalarinda kullanilan  yabanci terimlerin Tiirkge karsiliklarinda ortak bir terim
bulunmadigindan ifade karmasiklig1 yasanmaktadir. Bu yiizden bu tez ¢calismasinin bundan
sonra yapilacak olan tez ve rutin laboratuvar calismalarina yol gostermesi bakimindan

Oonemli bir kaynak olacagini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, a-CGH c¢alismalar1 yiiksek ¢oziiniirliiklii olmasi1 nedeniyle karsimiza
pek cok bilgi cikarmaktadir ancak bu bilgilerin yorumlanmasi ve klinik Sneminin
belirlenmesi olduk¢a zordur. A-CGH’in yiiksek ¢oziiniirliikteki tiim genom boyunca CNV
belirleme hassasiyetine karsilik, bu yeni terminoloji klinisyenler ve laboratuvar
calisanlarina yeni bir sorumluluk yiiklemistir. Heniiz a-CGH i¢in rezoliisyon ve problarin
kapsama alan1 (tim genom yada lokus spesifik) icin bir standardizasyon yapilamamustir.
Dolayisiyla farkli laboratuvarlarda farkli teknoloji platformlarinda farkl array dizaynlar:
ile caligmalar yapilmaktadir. Sonuglarin ortak olarak yorumlanamamas: standardizasyon
icin zorluk meydana getirmektedir. Cogu laboratuvar patojenik ve patojenik olmayan
varyasyonlar i¢in internet ortaminda olugmus veritabanlarinin yorumlanmasinda karmasa
yasamaktadir. Laboratuvar calisanlarina, klinisyenlere ve en Onemlisi hastalara biiyiik
yarar saglamasi agisindan laboratuvarlar arasi bilgi paylasimi ve a-CGH sonuglarinin
yorumlanabilmesinde standart belirmek i¢in biiyiikk caligma gruplari kurulmustur. Bu

sayede a-CGH sonuglar1 arasmndaki farkhiliklar bulunup ¢oziilecek ve giincel olarak
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kullanilan genomik veritabanlarina (6rn; UCSC Genome Browser, ENSEMBL,
DECIPHER) eklenecektir. Bunun sonucunda yiiksek kromozom anomali riski tasiyan
prenatal olgularda da bu teknikler postnatal olgmlarda oldugu gibi klasik sitogenetik

testlere ek olarak tani amach kullanilabilir duruma gelecektir.
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FORMLAR

MOLEKULER SiTOGENETIK VE MOLEKULER iNCELEMELER iCiN
BILGILENDIRILMiS OLUR FORMU
ISTANBUL UNIVERSITESI, iISTANBUL TIP FAKULTESI
TIBBI GENETIK ANABILIM DALI
Coooo o ProjeAdt : ,
“FETAL MERKEZI SINIR SISTEMI ANOMALILERINDE SUBMIKROSKOBIK
KROMOZOM ANOMALILERININ MOLEKULER TEKNiKLERLE
ARASTIRILMASI”
Tarih:
Bu inceleme, Kadin Dogum Ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Perinatoloji Bilim Dalinda
yapilan Ultrasonografik incelemelerde 6zellikle Merkezi Sinir Sistemi anomalilerinden
birisinin saptanmasi durumunda Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine fetal
kromozom analizi amaci ile gonderilen ve tam1 amacli yapilan kromozom analizlerinde
normal kromozom yapisina sahip olgularin olasi submikroskobik anomaliler acisindan
daha detayli incelenmesi amaci ile yapilacak ek incelemelerden olusmaktadir. Bu ek
incelemelerin yapilmasina izin vermeden Once sizleri calismanin amaci, riskleri ve

yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz.

Asagidaki Molekiiler Sitogenetik ve Molekiiler incelemeler icin Bilgilendirilmis Onay

Formunu okuduktan sonra ¢aligmaya katilma karari verirseniz formu liitfen imzalayiniz.

1.Yapilacak islemin tanim: Inceleme gebeliginizde yapilan II. Diizey ultrasonografide
MSS anomalisi saptandigi halde normal kromozom yapist saptanmasi durumunda
kromozom anomalilerinin ileri diizeyde aydinlatilmasini amaclamaktadir. Bu ¢aligmalar
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafindan

yiiriitiilecektir.

Ileri molekiiler sitogenetik ve molekiiler analizlerin yapilmas icin hastalarin tan1 amaci ile
onceden alinmis olan mevcut doku ornekleri kullamlacaktir. Ornekler iizerinde Array-
comparative genomic hybridization (Array-CGH) ve bir degisim saptanmasi durumunda

dogrulama amacli FISH (Floresan in situ hibridizasyon yontemleri ile ¢aligilacaktir.
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Eldeki orneklerin yetersiz olmast ya da kullanilamamasi durumunda yeni doku ornekleri
almamiz gerekebilir. Bu durumda aile tekrar bilgilendirilecek ve izni alinacaktir. Bu
caligmaya katilmaniz icin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Bu incelemeler i¢in
sizden alinan Orneklerden elde edilecek DNA Orneklerinizin saklanmasi konusunda liitfen

asagidaki seceneklerden birini se¢iniz:

a. Elde edilen doku o6rnegimin c¢alisma bittikten sonra boliimiiniiz Ornek bankasinda

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

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

baska bir ¢calisma i¢in kullanilmayacaktir.

2. Olas riskler ve faydalar:

Kordon Kani alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: (1) [gne-batmasina bagh olarak az bir
act duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢cok nadiren enfeksiyon geligebilir. (3) diisiik
riski olabilir (%1).

Koryon Biyopsisi alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Biyopsi alinan bolgede ¢ok
hafif bir ac1 hissi duyulabilir (2) biyopsi bolgesinde ¢ok nadiren enfeksiyon gelisebilir (3)
diistik riski olabilir(%1).

Amniyotik sivi alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Biyopsi alinan bolgede cok
hafif bir ac1 hissi duyulabilir (2) biyopsi bolgesinde cok nadiren enfeksiyon geligebilir (3)
diisiik riski olabilir (1/200).

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

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

sorunlar ortaya ¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak bu
bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkimizdir. Bu bilgiyi sizin disimizda birisi ile
paylasmamiz sadece sizin izninize bagli olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu
testler sonucunda anne yada babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da

gizlilik ilkesine baglh kalmacaktir.

Olas:1 yararlar: Bu incelemelerin esas amaci gebeliginizde normal saptanan kromozom
yapisina ilave anomaliler saptanabilmesi ve daha detayli arastrmak ve genotip-fenotip

iliskisinin anlagilmasina yardimci olacak bilgilere ulagsmaktir.
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Diger secenekler: Bu caligmaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak

tamamen istege baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir asamasinda onayimizi ¢cekmek hakkina da

sahipsiniz.

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

hastaya, = = = cmmmmemmmmmm

(Tanik Kisi)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam

edilecektir.

Calismanin devamu sirasinda ortaya cikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan
katilimciya iletilecektir.

Tarih :

Doktorun imzast:

Kontak kurulabilecek kisiler: Dog. Dr. Birsen Karaman
Dog. Dr. Zehra Oya Uyguner
Uzman Bio. Nihan Bilge Satkin

Bio. Selvi ergin

Ulasilabilecek Tel. No.’lar1: Direk hat: (0212) 534 84 40
Dahili hat: (0212) 414 20 00 — 32564

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi
T1bbi Genetik Anabilim Dali
Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL
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Elektronik Posta Adresi: bkaraman@istanbul.edu.tr

selviergin@gmail.com

Izin: Yukarida tamimlanan ileri diizey incelemenin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile
ilgili yeterince bilgi aldim. Bu caligmaya kendimin (¢ocugumun) katilmasmna izin
veriyorum. Calismanin herhangi bir asamasinda sayet vazgecersem onayimi c¢ekmek
hakkinda oOzgiir oldugumu biliyorum. Bu nedenle kendimin/cocugumun bir zarar
gormeyecegini anladim. Arastirma bulgulari, ailemdeki genetik hastaligm klinik ve
molekiiler tanisina ve tedavisine faydali sonuclar vermesi durumunda bana rapor

edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Adi Soyadi Dogum tarih Imza
(Ebeveyn)
Adle Byesi mmmmmmmm oo

Adle Byesi mmmmmmmmm oo
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ETiK KURUL KARARI

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayr : 1358 : Tarth :  27.07.2011
Konu : Doc.Dr, Birsen KARAMAN hk,

Sayin Dog.Dr. Birsen KARAMAN
Deneysef Tip Araghrma Enstitiisi
Genetik Anabilim Dah, Ogretim Oyesi

ligi :03.06.2011 taribli 157 sayth yazinz

Sorumlu aragtincihidmt Ustiendiginiz 2011/1275-642 dosya numarall "Fetal Merkezi Sinir Sistemi
Anomalilerinde Submikroskobik Kromozem Anomalilerinin Molekiller T eknikierle Aragtinimas” baghkl tez
gahgmasi kurulumuzun 27.07.2011 tarihli 10 sayih toplantisinda etik yonden uygun bulunmus olup,
tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgiterinize saygilarimia rica ederim.

Prof.Dr. A. Yagiz DRESIN

istanbul Tip Fakditesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul Bagkani

Eki: Tutanak
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Beige Adi Agiklama
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HASTA KARTIGUNLUKLERI
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YILLIK BILDIRIW

SONUC RAPORU
GUVENLILIK BILDIRIMLER!
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DEGERLENDIRILEN
DIGER BELGELER

. Anabllim Dall Baskanhdindan Ust Yaz ve Akademik Kurul Kazary,
DIGER, Literatly Kayna, Sarumluiuk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Farmu,
LR ligili Etemanlann Bilgiendiridigine Dair Belge, €V, G0, Taahhitname
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Karar No: 10 Tarih: 27.07.2011

istanbul Universitesi  Deneysel Tip Arastrma Gastitiisii, (Genctile Anabilim Dals, Ofretim Uyesi
Do¢.Dr., Birsen KARAMAN'Im ve Ogrenimine devam  eden  Selvi ERGIN'in koordinaorltgi ve
sorumlulugunda yapeimast tasarlanan ve yukarida bagvuru bilgileri verilen tez  bagvuru dosyast ve araglirma ile
ilgili belgeler gerekge, amag, yaklagm ve yontemleri dikkate alinarak incelenmiy, gergekiegtirilmesinde -etik
sakinca bulunmadiEma karar verilmistir.

KARAR BILGILERI

[ ETIK KURUL BILGILERI

Tstanbul Universitesi insan Denckler Lzerinde Yirutilecek Bifimsel Arastirmatar ve Etik
CALISMA ESASI Defrertendirme Korullar Yoaergesi, 10 Araitk. 2010 tarihfi, T.C. Saghik Bakanlif tyi Khinik
Uygutamalar Kiavazu

[ETIK KURUL EASKANI UNVANIVADISOYADI: Prof. Dr. A, Yagiz URESIN

£TIK KURUL UYELER]
UnvanuAdi/Soyads Uzmanhk Alam Kerurmit Cinsiyet Hiski * Katibn ™ imza
Prof. Dr. A, Yagrz URESIN Farmakoloji ve Istanbul T1p E X K E H X E X H /[/‘
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Prof, Dr. Berrin UMMAN Kardiyoioji Istanbut Tip E KX E H X EX H
Fakiiliesi (Etik Kurut
Baskan Yardimais)
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y (R
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