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OZET

Prader-Willi Sendromu (PWS), infantlarda santral miiskiiler hipotoni, beslenme
bozukluklari, gelisme geriligi ile karakterize noroendokrin bir bozukluktur. En Onemli
ozellikleri fasial dismorfizm, hipogonadizm, kriptorsidizm, kisa boy, kisa el ve ayaklar ve
mental retardasyondur. Genellikle erken ¢ocukluk ¢aginda klinik tabloya agir1 yeme
sonucunda gelisen obesite de eklenmektedir.

Angelman Sendromu (AS) ise, mental retardasyon, konusma eksikligi, giilme krizi,
ataksik ani hareketler, mikrosefali, krizler, anormal EEG, disar1 ¢ikmis dil ve ¢ene ¢ikikligi
ile karakterizedir.

Miller-Dieker Sendromu (MDS), karakteristik fasial goriiniim ve lizensefali tip I ile
karakterize multipli malformasyon sendromudur. Miller-Dieker sendromunda lizensefaliye ek
olarak, siddetli mental retardasyon, ¢ikintili alin, bitemporal darlik, kisa bir burun ile diga
doniik burun delikleri , ¢ikik tist dudak ve kiigiik gene bulgular1 mevcuttur.

Prader-Willi ve Angelman sendromlu hastalarin % 70’ i parental veya maternal
D15S9-D15S12 lokuslarini tagtyan intersitial de nova mikrodelesyonlara sahiptir. Prader-
Willi sendromlu hastalarin ¢ogu ve Angelman sendromlu hastalarin az bir kismi sirasiyla
maternal ve paternal uniparental dizomi ( UPD ) 15’i tasimaktadir. Daha bagka kromozom 15
diizenlemeleri ve normal olmayan metilasyona sebep olan kii¢iik mikrodelesyonlarda ender
olarak goriiliir.

Miller-Dieker Sendromu, Miller-Dieker kritik bdlgesinde hem Miller-Dieker
Sendromu, hemde Izole Lizensefali Sendromu (ILS) ile tanimlanan 17p13.3 kromozom
mikrodelesyonuna sahiptir Miller-Dieker sendromlu hastalarin % 90° mninda, normal
kromozomlar mevcut olsa bile, 12q:17p translokasyonlari, 17. kromozomun ringi ve 17.
kromozomun uzun kolunun duplikasyonu ile tammlanan kisa kol delesyonu mevcuttur.

Bu ¢aligmada mikrodelesyonlar1 saptayan Cytocell’in, Prader- Willi / Angelman
sendromlu hastalarda 15q11-13 delesyonu i¢in SNRPN (small niiklear riboprotein polipeptid
N) / IC probu ve 15qter telomere spesifik probu (kontrol probu), Miller-Dieker sendromlu
hastalarda 17p13.3 delesyonu igin MDS / ILS probu ve SMS probu (Simith-Magenis sendrom
probu ) ile FISH ( Flouresan In Situ Hibridizasyon) yontemi uygulandi. Prader-Willi /
Angelman sendromu oldugu diisiiniilen 12 hastada ve Miller-Dieker 6n tanil1 ve lizensefalili
13 hastada FISH bulgulari, klasik sitogenetik bulgularla kargilastirildi.Bu
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hastalik gruplarmm kapsayan toplam 25 hastada mikrodelesyon ve herhangibir sitogenetik
anomali saptanmadi.

FISH yo6ntemi, Prader-Willi / Angelman ve Miller-Dieker sendromu diisiiniilen
hastalarin teghisi igin gerekli testlerden ilk sirada yer alan bir test olarak belirtilmektedir. Bu
calisgmada, klinik muayene ile 6n tam olarak Prader-Wili/Angelman ve Miller-Dieker
sendromu diisliniilen bu hastalarda FISH yo6ntemi ile mikrodelesyon saptanmamasi, klinik
tamda daha segici olunmasi gerektifini diisiindiirdii. Tiim hastalarda uygulanan yontem ile
mikrodelesyon aramilan bolgelere ait sinyallerin alinmasi bu yontemin rutin olarak

laboratuvarimizda kullanilabilecegini gosterdi.
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SUMMARY

Prader-Willi syndrome (PWS) is a neuroendocrine disorder characterized by central
muscular hypotonia, nutritional disorders, thrive failure in infants. The most common features
of the syndrome are fasial dismorphism, hypogonadism, cryptorchidism, short stature, short
hands and feets, and mental retardation. Obesity caused by hyperphagia has been usually
added to clinical picture in the early childhood stage.

Angelman syndrome (AS) is characterized by mental reterdation, absense of speech,
paroxysms of laughter, ataxic jerky movements, microcephaly, seizures, an abnormal
electrocephalogram (EEG) pattern, with protruding tongue. and prognathism.

Miller-Dieker syndrome (MDS) is a multiple malformation syndrome characterized
by type I lissencephaly and characteristic facial appearance. In addition to the lissencehaly,
a severe mental retardasyon, prominent forehead, bitemporal narrowness, a short nose with to
turn up nares, protuberant upper lip, and small jaw is present the findings in Miller-Dieker
syndrome.

About %70 of patients with Prader-Willi syndrome and Angelman syndrome have a
common interstitial de novo microdeletion encompassing paternal or maternal loci D15S9 to
D15S12. Most of the Prader-Willi syndrome patients and a small number of. Angelman
syndrome patients have a maternal or paternal uniparental disomy (UPD) 15, respectively.
Other chromosome 15 rearrangements and a few smaller atypical deletions associated with an
abnormal methylation pattern, are rarely to be seen.

Microdeletions of chromosome 17pl3.3 also known as the Miller-Dieker artical
region, have been associated whith both Miller-Dieker syndrome and isolated lissensephaly
syndrome. Normal chromosomes are present in %90 but others are associated with
chromosomal abnormalities which include deletion of the short arm in association with the
duplication of long arm of chromosome 17, ring chromosome 17, and 12q:17p translocation.

SNRPN/IC and 15qter telomere spesific probs for 15q11-13 region in Prader Willi /
Angelman syndrome cases; MDS/ILS and SMS probs for 17p13.3 region in Miller-Dieker
syndrome cases were used by FISH technique. The results of FISH in 12 cases with Prader
Willi / Angelman syndrome and 13 cases with Miller-Dieker and lissencephaly who were
dianosed according to the clinical assessment; were compared with the cytogenetic findings of

those cases. No microdeletion or cytogenetic anomaly was detected in all patients.
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In both group ( 25 patients ) no microdeletion was detected FISH method has been
reported that is the first choice to investigate the microdeletion in Prader Willi / Angelman
syndrome and Miller-Dieker syndrome patient. In this study having no patient with
microdeletion generated a thought of being more cautious in clinical diagnosis. It is
considered that the FISH method used in this study can be performed routinely in our

laboratory since all patients chromosomes showed fluorescent signals in the loci investigated.
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1. GIRIS

1.1.PRADER-WILLI VE ANGELMAN SENDROMLARI

1.1.1. Klinik Ozellikler

Prader-Willi sendromu (PWS), ilk kez Prader, Labhart ve Willi tarafindan 1956
yilinda tamimlanan pek ¢ok sistemi etkileyen ve bu nedenle tamnin gii¢ konuldugu hastaliklar
kompleksi olarak tammlanmigtir (1). 1968 yilina kadar litaratiirde bazi vakalar bildirilmig
olmasina ragmen semptomlarin prevalansina dair raporlar ancak 1972 yilinda yayinlanmig ve
ilk kez hipotoni (H), hipogonadizm (H), hipomentia (H) ve obeziteye (O) sahip 9 ¢ocukta
bildirilmigtir (2, 3). Bulgularin gesitli olusu ve degigik zamanlarda ortaya ¢tkmast nedeniyle
Prader-Willi sendromuna hayatin herhangibir aninda tan: konabilir.

Zelweger adli arastirici; Prader-Willi sendromunu 2 doneme ayirmugstir. ik dénem
infantil faz olup hipotoni ile karakterizedir, ikinci dénem ise hipotonik fazi izleyen agint kilo
artma donemidir (4). Whitman ve Accordo ise sendroma adelosan evresi diye Ggiinci bir
donem daha eklemis ve bu evreye 6zgii davramsg bozukluklar bildirmiglerdir (5).

Prader-Willi sendromunda, gerek bulgularin gesitliligi, gerekse bu bulgularin farkh
yaslarda ortaya ¢ikigi tam koymayi giiglestirmektedir. Tiim bunlarin yaninda 6zellikle infant
doénemde pek ¢ok hastalik ile karigarak tanin gecikmesine yol agmaktadir. Tiim bu zorluklar
1992 yilinda Prader-Willi sendromu igin tamt kriterleri konusunda bir konsensus gerekliligini
ortaya ¢ikarmugtir. Holm ve arkadaglari’mn 1992 yilinda yayinladiklan raporda Prader-Willi
sendromunun tanist igin major, mindr ve destekleyici kriterler bildirilmistir (Tablo 1). Holm
ve arkadaslar’na gore, 3 yagin altinda 5 major veya 4 major ve 1 minér; 3 yas ve iizerinde
5’1 major olmak tizere 8 major kriterin var olmasi sart1 getirmiglerdir (6).

Prader-Willi sendromunda gozlenen hiperfaji ve asir1 obezite sonucu kardiyopulmoner
yetmezlik sonucu erken 6liimler gozlenmektedir. Prader-Willi sendromunda en sik 6lim
nedeni hiperfajiye bagli obezitedir (7).

Angelman sendromu ise, Prader-Willi sendromundan klinik olarak farkli fenotipik
ozelliklere sahip genetik bir hastahiktir. Ik kez bir Ingiliz pediatrist olan Harry Angelman
tarafindan epilepsi, ifade yoklugu, dismorfik yiiz goérinimi, paroksismal gilme ve hafif

Cocuk Sendromu “’olarak da isimlendirilir. Ciinka ataksik ytirtiytisleri ve kollarini y; gQ

1 &

derecede mental retardasyon 6rnedi gosteren 3 gocukta tanimlanmigtir. Bu sendrom "Ku&k\%g:??}



agtk tutma ile kukla pastiirini animsatirlar. Genellikle hiperaktif ¢ocuklar olup bebeklik
déneminden itibaren spontan giilme ataklart nedeniyle de *’Mutlu Kukla Sendromu’’ olarak
adlandirilir. Fakat Williams ve Frias adli aragtiricilar mutlu kukla sendromu adinin birgok
profesyoneli ve ebeveyinleri kiigiikk dilgiirdiigiinii diigiinerek sendromun adin1 “° Angelman
Sendromu “’ olarak degistirdiler ve 1995 ‘de Angelman sendromunun diagnostik kriterleri
i¢in bir konsensus gelistirdiler [Tablo 2 ve 3 (8)].

Tablol.Prader-Willi sendromunun tam koydurucu kriterleri

MAJOR

1- Neonatal hipotoni

2- Infant doneminde beslenme giigliigii / geligme geriligi

3- Bir yastan sonra asir1 kilo alimi

4- Karakteristik yiiz gortinimii ( dar bifrontal ¢ap, badem seklinde palpebral aralik, kugiik
agiz, ince Ust dudak, yiiksek kemerli damak )

5- Hipogonadizm (genital hipoplazi ve gecikmis veya imkomplet gonadal maturasyon)

6- Mental retardasyon veya ogrenme giigligi (alt1 yas oncesi global geligme geriligi)

7- Hiperfaji, besinlere obsesyon

8- Sitogenetik / molekiiler anormallik: 15q11-13 delesyonu

MINOR

1- Infant déneminde zayif aglama, hipotoni

2- Davranig bozukluklari (obsesiv-kompulsiv, ¢alma ve yalancilifa egilim, iddiaciliga
egilim, zitlik.... )

3- Uyku bozukluklari ve uyku apnesi

4- On bes yasindan sonra kisa boy

5- Hipopigmentasyon

6- Kigiik el (25. P’ den az ), kiiciik ayak (10. P’ den az)

7- Dar el ve ulnar kenarda silinme

8- GOz anomalileri (ezotropya, miyopi )

9- Az kogesinde birikme ile giden kalin viskéz titkriik

10- Konugma ve heceleme defektleri

11-Deri katlantilar



DESTEKLEYICi

1-Yiiksek agn esigi

2-Kusmada azalma

3-Infantta 151 degisikligi, cocuk ve adiitte degisken 1s1 sensitivitesi
4- Skolyoz ve / veya kifoz

5- Erken adrenars

6- Osteoporoz

7- Aligtimamusg titreme

8- Normal néromuskular ¢aligmalar

Tablo2, Angelman sendromunda gelisme ve laboratuvar bulgulan

1- Prenatal ve postnatal dénemde normal bag ¢evresi. Major dogum defektleri bulunmaz.

2- Bebeklikten itibaren gelisme gecikmesi (alt1 - on iki haftahk olanlarda gelisimsel ge¢
kalma ve geg¢ kalmig gelisimin ilerlemesi)

3- Normal metabolik, kimyasal ve hematolojik profil

4- MRI (Manyetik rezonans goriintileme) veya CT (bilgisayarli tomografi) bulgularinda

normal beyin yapisi

Tablo3. Angelman sendromunun tam koydurucu kriterleri
BULGULAR ( %100 hastada)

1- Siddetli fonksiyonel gelisme geriligi

2- Konugma yoklugu veya minimal kelime kullammi: alt1 kelimeyi gegmeyen konugma,
sozel olmayan isaretli anlatimla iletigim

3- Denge veya hareket bozuklugu, genellikle kollarda titrek hareket ve / veya ataksik
yuriyis

4- Sik sik tekrarlayan giilme krizleri, gbze ¢arpan mutlu tavir, kolay heyecanlanma, ¢ofu kez

gozlenen el girpma hareketleri ile hipermotorik davraniglar, kisa ilgi araligt

SIK GORULEN BULGULAR ( % 80’ den fazla hastada)

1- Bas cevresinde oransiz biiylime, genellikle iki yagina kadar mikrosefali vardir.
2- Genellikle ii¢ yagindan erken baglayan nébetler

3- Anormal EEG



DAHA NADIR GORULEN BULGULAR (% 20- % 80 hastada )
1- Bagin arka kisminin yasst olmasi

2- Kafatasinin arka alt kisminda oluk

3- Sarkmus dil

Dilde itme, emme / yutma giigligii

?

5- Infant dénemde beslenme problemleri

6- Prognatizm

7- Agik a8iz, genig aralikli digler

8- Salya akmas:

9- Agini ¢igneme hareketleri / dudaklarint oynatarak bir sey soyler gibi yapma

10- Strabismus

11- Cenede hipopigmentasyon, sadece delesyonlu vakalarda goriilen renkli gz ve agik renk
sag

12- Tendon reflekslerinde artma

13- Tagikardi

14- Uyku bozuklugu

1.1.2. Genetik

Hastalarin ¢ogunda  kromozom delesyonu bulunmasindan 6nce, Prader-Willi
sendromu icin otozomal resesif ve otozomal dominant kaltim modelleri disiinitiyordu.
Prader-Willi sendromlu olgularin  biiyiik ¢ogunlugu sporadiktir ve bildirilen familiyal
olgularin sayist azdir. Bu familiyal olgularin iginde, normal karyotipli ve birden fazla
Prader-Willi sendromlu hastalarin oldugu iki aile rapor edilmis ve dengeli kromozomal
yeniden diizenlenmelerin neden oldugu bir familiyal olgu bildirilmistir. Bu konuda ¢alisan
Cassidly, Prader-Willi sendromu prevalansinin 1/10000 — 1/20000 arasinda degismekte
oldugunu oldugunu saptamig ve bu gahgmalarinda normal karyotipli Prader-Willi sendromunu
temel almugtir,

Angelman sendromunda olgularin g¢ofunlugu sporadiktir ve otozomal dominat
geciglidir. Angelman sendromu, bazen otozomal resesif kalitim da gosterir. Imprinting
lokusun otozomal dominant gegisi ile, kromozom 15°e bagh bir ¢ok familiyal Angelman
sendrom olgusunda yapilan analizler, Angelman sendromlu olgularin bilyiik ¢ogunlugunda

kromozom 15 anormallikleri bulunmasim saglamgtir (9).



1.1.3. Genetik Etiyolojileri
1.1.3.1. Kromozom 15q11,2-13,2 sitogenetik ve molekiiler delesyonu

Prader-Willi ve Angelman sendromundan sorumlu kromozom bolgeleri 1000-1500 kb
alan1 kaplar. Prader-Willi igin kritik kromozomal bolge yaklasik 400 kb’dir ve D15S63
(PW71 probu) ve SNRPN (kiigiik niiklear riboprotein N, bir gen) olmak iizere iki lokus igerir.
SNRPN Prader-Willi igin aday gendir. Angelman sendromu igin kritik bolgede uca dogru
yaklagik 100 kb daha tede olup D15S10 (3-21 problan ) lokusu ile tanimlamr (10).

Prader-Willi ve Angelman sendromlu hastalarin % 70 ‘inde, genelde rastlanan D15S9-
D15S12 bélgelerini igeren 15 nolu kromozomun uzun kolunun proksimalinde de nova 3-4 Mb
bir intersitial mikrodelesyonu (15q11,2-13,2) bulunmaktadir. Delesyonun paternal
kromozomda olmasi1 Prader-Willi sendromuna, maternal kromozomda olmast Angelman
sendromuna neden olur. Diger deyisle 15q11-13 mikrodelesyonu, Prader-Willi sendromunda
paternal kokenli, Angelman sendromunda maternal kokenlidir (Sekill). Boyle delesyonlu
hastalar ailede tekrar riski olmayan seyrek goriilen olgulardir (11).

Paternal
Mikrodelesyon ——————— Prader-Willi
Sendromu
Maternal
Angelman
Sendromu

Sekill.15q11-13%iin paternal ve maternal delesyonu ve Prader-Willi veAngelman Sendromu



1.1.3.2. Uniparental Dizomi

Isvigreli Dr. Eric Engel fare yavrularinda yaptig1 sitogenetik galigmalarda bazen,
homolog kromozom ¢iftinin ana veya babanin sadece birinden geldigini ( difer ebeveyinin
s6z konusu kromozomu nakletmedigini ) gbzlemigtir. Yani total kromozom sayisi normal,
ancak s6z konusu kromozom ¢iftinin, ana babanin sadece birinden gegtiini gostermistir.
Fenomen, izodizomi (ebeveyinin birinden gelen tek kromozomun duplike olmasi) veya
heterodizomi (iki homolog kromozomdan her birinin farkli ebeveyinden gelmesi) olarak
gozlenmekteydi. Onceleri sadece deney hayvanlarina has bir 6zellik sanilan uniparental
dizominin insanlarda da goriildiig ve bu olayin ender olmadig ispatland: (12).

Uniparental dizomi (UPD) kisaca, sadece bir ebeveyine ait iki homolog kromozom
¢iftinin (veya kromozom segmentinin) var olmas:i difer ebeveyine ait o kromozomun
bulunmamasi olarak tamimlianan bir fenomendir. Eger ebeveyine ait homolog kromozom
ciftinin her ikiside anneden geliyorsa maternal uniparental dizomi, sadece babadan geliyorsa
parental uniparental dizomiden s6z edilir (13).

Uniparental dizominin olugumuna iligkin birka¢ model 6nerilmektedir;

a- Birinci olasilikta gametlerden birinde ilgili kromozom diploid sayida bulunurken diger
gamette bu kromozom hig temsil edilmemektedir.( Sekil 2a).

b- Uniparental dizomi, gametlerin monozomik veya trizomik oldugu durumlarda da
gorilebilmektedir. Monozomik durumda, bir normal niillizomik gametden monozomik bir
zigot olugtuktan sonra bir duplikasyonla izodizomik hiicre olusur (Sekil 2b).

c- Trizomik durumda ise, bir normal gamet ile ilgili kromozom bakimindan diploid olan bir
gametin birlesmesinden trizomik bir zigot olugur. Ve bir kromozom ayriimamast sonucu
uniparental dizomili bir hiicre ortaya gikar (Sekil 2¢). Bu mekanizma uniparental dizomiyi
olusturan en yaygin mekanizma olarak degerlendirilmektedir.

d- Ayrica uniparental dizomi fertilizasyon sonrasi bir kusura bagh olarak da olusabilmektedir
ve bir kromozom aynlmamasi ve duplikasyon sonucunda izodizomi ortaya ¢ikmaktadir

[Sekil 2d (14)].
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Sekil 2. Uniparental dizominin olug mekanizmasina iligkin ileri stirtilen olasiliklar

Uniparental dizomi, insanda fenétipik anomalilerle sonuglanir. Simdiye kadar saptanmig
olanlar; 2, 7, 14, 15, 16 numarali kromozomlarda maternal uniparental dizomi; 6, 11 , 14, 15,
ve 20 numarali kromozomlarda paternal uniparental dizomi goriilmektedir (13).

Prader-Willi ve Angelman sendromlan 15. kromozomda maternal ve paternal uniparental
dizomi bolgeleriyle assosiye uniparental dizominin en garpici 6rnekleridir. Prader- Willi
sendromlu hastalarin yaklagik tigte biri ve Angelman sendromlu hastalarin %20-30’ unda
delesyon gosterilmemigtir. Bunun yerine, Prader- Willi sendromlu hastalarin yaklagik % 30’ u
ve Angelman sendromlu olgularin % 2 ‘sinde uniparental dizomi gorilebilmektedir(15).
Prader- Willi sendromlu hastalarda 15 numarali kromozom igin maternal uniparental dizomi
vardir ve paternal kokenli 15 numarali kromozom yoktur, her iki 15 numarali kromozom
maternal kaynakhdir. Angelman sendromlu hastalarda ise aym: kromozomun paternal
uniparental dizomisi bildirilmistir. Bu olgularda uniparental dizominin ortaya ¢ikmasinda en
olasi neden, bir trizomik zigottaki ii¢ kromozomdan birinin, somatik kromozom ayrilmamasi

yada anafazda geri kalma sonucu kaybolmasidir (14).



1.1.3.3. Metilasyon imprinting mutasyonlar

Her diploid insan hiicresi, 22 ¢ift otozom ve 1 ¢ift seks kromozomuna sahiptir.
1980’lere kadar, anne ve babadan gelen otozomal kromozom iftlerinin her iyesinin
kopyalarinin da benzer goérevler yiiriitiip, esit oldugu diginalmiistii. Fakat, hayvanlar izerinde
yapilan deneyler ve insanlarda rastlanan birka¢ hastaligin analizi, bunun dogru olmadigini,
bazi genlerin ya sadece anneden yada sadece babadan kalitilmig kopya ile ifade edildigini
ortaya c¢ikardi. Bu sasirtict geligmeler klasik mendeliyel genetiinin bazi degisiklikler
gegirmesiyle sonlandi ve bir genetik paradoks ortaya ¢ikti. Bir gen lokusunun
diizenlenmesindeki bu olay, gegen 15 yil igersinde tamimlanmig epigenik bir fenomendir ve
genomik veya gametik imprintlenme olarak adlandirilir (13).

Kisaca bu fenomende ; maternal ve paternal genomlarin baz1 bolgeleri islevsel olarak
esit degillerdir. Boyle bolgelerdeki gen lokuslan parental kékenlerine gore aktivite fakliliklart
gosterebilirler. Bu nedenle bazi genler igin, paternal ve maternal genomlar embriyonun
gelismesine farkh sekillerde katkida bulunurlar(16).

Genomik imprintlenme paternal yada maternal kékenli bir gen lokusunu kapsayabilir.
Maternal olarak imprint edilmis genler sadece paternal allel ile ifade edilir ve maternal
imprinting olarak adlandirilir, bunu terside dogrudur.( Paternal imprint maternal genler ile,
paternal imprinting ) (13).

Genomik imprintlemenin bir agiklamasida, metilasyon farkliliklarindan kaynaklandigi
seklindedir. Eger maternal kokenli bir gen metillenmigse ( inaktif ), paternal metillenmemigse
sadece paternal gen ekspre olacaktir. Genomik imprinting olgusunda maternal ve paternal
olarak kalitilan genlerin ifadesindeki farkliliklar germ hiicresinde belirlenir. Ve arka arkaya
olan mitotik boliinmeler ile bir sonraki nesil i¢in sabitlestirilir. Bu durumda, disi germ
hattindaki homolog genlerin her ikiside metile olurken, erkek germ hattindakilerin her ikiside
demetile olacaktir. Sonug olarak zigotta imprintlenen genin metilasyon patterninde allelik
farkhlik gorilecektir. Genomik imprinting de heniiz genetik etiketin maternal veya paternal
germ hiicrelerinde farkli olarak gosterilmesi, silinmesi ve yeniden ayarlanmasina ait
mekanizmalar agikhik kazanmamugtir (17).

1980’lilerin baglarinda bir dizi fare embriyolarinda yapilan maniplasyonlarla gen
¢iftleri ifadesinin egit olmadigina ait ilk ipuglanm sajladi. Geligmis proniiklear
transplantasyon deneylerinde, andrjenik ve ginojenik embriyolar iiretmek igin maternal ve
paternal proniikleuslar zigottan aynildi ve sonra sadece bir tipi tekrar fareye geri verildi.

Sadece maternal kromozom ¢iftini tagiyan embriyolar ginogenik ve paternal kromozom
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¢iftine sahip olanlarda androgenik olarak adlandirilmiglardir. Bu fetuslarin hamile farelerin
uteruslarindaki bilyimeleri kargilagtirildi. Sasirtict olmakla beraber, zigotlarin higbiri
yasayamadi:, fakat ikisi arasinda hem morfolojik hemde gelisimsel degisiklikler vardi.
Ginogenik fetuslarda, nispi olarak normal fetal biiyiime ve ektraembriyonik dokularda
yetersiz biyiime gorilmiig; buna ragmen androjenik fetusta tam tersi bir bilyiime g6zlenmisti.
Bu caligmalar, paternal olarak ifade edilen genlerin plasenta geligimini dizenledigi, fakat
maternal olarak belirtilmis genlerin embriyonik gelisimde gorev aldigim gostermigtir.

Insanlarda dogal olarak meydana gelen genomik imprintingin en giizel 6rneklerinden
biri fetal dokunun bulunmadifi insan gebeliklerinde gorilmektedir.Hidatiform mol,
tamamiyla trofoblastik dokudan olugur ve genotipi sadece paternal kaltimlidir. Niikleusuz bir
yumurtanin ya haploid bir sperm (paternal genomun duplikasyonunu takip eder) yada iki
haploid sperm ile doéllemesi sonucu olusur. Bu trofoblastik hastalik tamamen andrjenite ile
karakterizedir ve hiperplastik ekstra embriyonik biiyiime ile birlikte yok olmug veya azalmig
fetal bityiime s6z konusudur (13 ).

Insanlardaki genomik imprintinge bir diger carpici 6rnek Prader-Willi ve Angelman
sendromlaridir. Prader-Willi ve Angelman sendromlarinin kromozomal bélgesindeki gen
lokusu genomik imprintige uygundur. Prader-Willi bolgesi, paternal kromozom iizerinde
aktif, maternal kromozom iizerinde inaktiftir. Angelman kromozom boélgesi, maternal
kromozom 15 izerinde aktif, fakat paternal kromozom iizerinde inaktifiir. Bagka deyisle,
Prader-Willi sendromunda allel baba tarafindan kalitildii zaman ifadesini bulan, anne
tarafindan kalitildiginda baskilanan maternal imprinting, Angelman sendromu ise allelin anne
tarafinda kalitildiginda ifade bulan paternal imrinting mekanizmasina sahiptir ( Sekil 3).

Bu sendromlardaki farkli parental kéken, D15S63 ( PW 71 probu ) lokusunda
metilasyon diizeninin analizi ile gosterilebilir, ¢inkii inaktif bolgelerdeki DNA agin
metillenmigtir (18).

15q11-13" deki imprinting bir ¢ok geni etkiler ve bu bolgedeki tek imprinting merkezi
tarafindan kontrol edildigi diisiiniilmektedir. Imprinting merkezi mutasyonlari, bir cinsin germ
hattindan belirtisizce geger ancak karsi cinste yeniden imrintingi bloke eder(19). Tasiyict
baba yada anneden kalitilan imprinting defeklerinde gelecek gocukta teorik olarak % 50
etkilenim olacaktir. Bu tir ailelere genetik damgmanitk ve ileri aragtirmalar
onerilmektedir(20).



 a) Maternal imprinting N ._I-i

| b) Paternal imprinting
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Sekil 3. Maternal ve paternal imprintingi agiklayan pedigri 6rnekleri

1.1.3.4.UBE3A Mutasyonlar

Kromozom delesyonu olmayan Angelman sendromlu hastalarin %20 ‘sinde, protein
turnoverim saglayan Ubiquitin protein ligazi kodlayan UBE3A geninde kisaltma mutasyonu
saptanmugtir,

UBE3A geni 15q11-13 bolgesinde haritalanmig ve maternal olarak ekspre oldugu
bulunmugtur. Angelman sendromlu hastalarda beyin gelisimindeki anormalliklerden UBE3A

‘ nin maternale 6zgii ekspresyonunun sorumiu oldugu saptanmigtir(8).
1.1.3.5. Nedeni Bilinmeyen
Prader-Willi sendromlu hastalarin %1-2’sinde ve Angelman sendromlu hastalarin %

15-20 ‘sinde ne delesyon nede uniparental dizomi gosterilmemistir. Bu durumlarda da
hastalik ailesel olarak goriiliir (8).
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1.1.4. Sitogenetik

Hawkey ve Simithes ilk kez 1976 da Prader-Willi sendromu ve 15. kromozom arasinda
bir iligki oldugunu 6ne siirdiiller. Bu one siiriig, birkag benzer anormallikleri goésteren bir
makale ve bir 15:15 Robertsen translokasyonlu hasta baz alinarak yapildi. Sonraki yayinlarda;
sendrom i¢in 13q15q, 14q15q veya 15q15q gibi dengeli translokasyonlar, 15. kromozomda
intersitial delesyon veya perisentrik inversiyon, ters tandem duplikasyon, 15p
dizensizliklerine kadar gesitli anormal karyotipler tammlanmigtir. Cesitlilige ragmen D grubu
kromozomlar iizerinde duruldugu dikkati ¢ekmektedir. Ve ¢ogu sendromda oldugu gibi,
olgularin hemen yariya yakininda normal karyotipler bildirilmistir.

Mattei ve arkadaglar1 (1983 ) kendi grubundaki bulgulara dayanarak Prader-Willi tanist
i¢in konan kriterlere tam uyanlarin kromozom 15q11-12 delesyonu tagidiklarini, normal
karyotip igeren olgularda ise kriterlerin bazilarina uymadiklarini saptamiglardir.Boylece
¢aligmalarin bir kisminin teshis eksiklikleri tagidiklan sonucuna varilmugtir .

1987 yilinda ise ilk kez Angelman sendromlu hastalarda da 15. kromozomda bir delesyon
olacag: ileri siiriildii ve sonra hastalarin yakalagik %85 ‘inde gosterildi. Bununla birlikte, ilk
olarak Prader-Willi ve Angelman sendromlu hastalarda 15q proksimalinde biraz farkl
buyuklitk ve lokasyonda sitogenetik delesyonlar ileri siirildii. Bu delesyonlar bu hastalik
gruplarinda molekiller analizler kullammi ile delesyon noktalari bulunarak gosterildi.
Gozlenen farkli fenotip, delesyon orjinini farkliliindan kaynaklanmaktadir. Yalniz Prader-
Willi sendromlu hastalarda delesyonlar parental orjinli, Angelman sendromlu hastalarda da
soz konusu delesyon maternal orjinlidir Bu mevcut iki genetik hastalifa bazi kromozom

bolgelerindeki delesyonlar sebep olmaktadir (9).
1.1.5. Molekiiler genetik

Prader-Willi ve Angelman sendromlu hastalarda kesin taninin hizli ve yeterli bir
sekilde ortaya ¢ikarilmasi klinik agidan ¢ok 6nemlidir. Bu sendromlarin yeni doganda ve geng
infant bebeklerde sadece klinik inceleme ile tanis1 zordur ve erken tam Sliimle sonuglanan
olgulari engelleyebilir (PWS’ da obezite gibi)(11).

Prader-Willi ve Angelman sendromlu hastalar veya sitogenetik olarak 15q delesyonu
tayin edilemeyen olgularda molekiiler diizeyde teshis konulmas: kritik 6nem tagimaktadir. Bu

sendromlarin molekiiler tamsinda standart FISH , RT-PCR (Reverse Transknptaz—pohm@y
zincir reaksiyonu), allele 6zel D15S63 ve SNPRN lokuslarinin metllasyonu So

&
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STRP’s (kisa tandem tekrar polimorfizmi ), RFLP ( D1589- D15S12 isaretli restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi) teknikleri kullanmiimaktadir. FISH, her iki sendromda %70 etkili
D1589-D15812 lokuslarindaki mikrodelesyonlarin teshisi saglamirken, Southern blot analizi
ile  izodizomik ve heterodizomik olgular belirlenebilir. D15S63’iin DNA metilasyon
analizinin her iki sendromunun molekiiler teshisinde faydal: oldugu gosterilmistir ve bu son
zamanlarda Prader-Willi sendromu oldugu diiginilen hastalarin testinde temel olarak
kullamilmgtir. Daha kapsamli aragtirmalarda ise PCR, RFLP ve STRP yontemleri
kullamlmaktadir Bu yontemler, paternal ve maternal dizomilerin, delesyonun parental orjinin
belirlenmesini saglamaktadir

(11, 1).
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1.2. LIZENSEFALIi VE MiLLER-DIEKER SENDROMU
1.2.1. Lizensefali

Lizensefali diiz serebral yiizeyin ve tamamlanamamig noral migrasyonun gorildigi
bir beyin malformasyonudur (21, 22). Agirilerin yoklugu ve genis pakigirilerin goruldigi,
kiigiik ¢ok sayida polimikrogiri ve diger kortikal dizplazilerin yer almadigi bir malformasyon
olarakta tanimlanabilir. Klinik gozlemler, lizensefali sikliginin en az 100.000 canh dogumdan
birinde gorildiigini gostermigtir (23). MRI (magnetik rezonans goriintileme) ve yeni
laboratuvar teshis metodlar1 hastalarin prognozunda ve genetik incelemesinde daha kesin
bilgiler saglamaktadir(24) .

1.2.2. Patoloji

Lizensefalinin klasik formunda beyin agirhg normal veya dugiktir. Sekil 4’de
gorildiigin gibi beynin sylvian bolgesi frontal ve temporal operkulanin insula tzerinde
bilyime geriligi g6stermesinden dolayr agik kalmustir. Serebral hemisferler biitiin beyin
ylizeyi iizerinde azalmig sayida kivrima sahiptir ve bu hastaligin ciddiyetine gore agiri,
pakigiri veye her ikisinide igerebilir. Giral malformasyonlarin cidiyetindeki farkliliklara gére
morfolojik siniflandirma geligtirilmigtir. 1.derece lizensefali tim yilizey agirisi, 2. derece
sulkusun genel olarak frontal loba sinirlandig: agiri, 3. derece pakigirinin genellikle frontal
ve agrinin pasteriol bolgede yer aldig: genis agiri (hem agiri hem pakigiri alanlar), 4. derece
agrinin olmadig genis alanlara verilmig pakigiriden olugmaktadir (25,26).

Korteks normalden daha kalindir, beyaz maddenin genigliSinin en az yarisim
olusturur. Ventrikular frontal bolge normaldir; fakat arkada embriyodaki ventrikiillere benzer
sekilde geniglemigtir. Korpus kallosum normalden kiigiik olabilir veya bulunmayabilir.
Kavum septi pellusidi genellikle bulunur. Miller-Dieker’li hastalarin yaklagik yarisinda
septum bolgesinin orta hatlarinda kiigiik kalsifikasyonlara rastlanir. Beyin sap1 ve serebellum
normal goriilmektedir. Bu anormalliklerin hepsi CT (bilgisayarl tomografi) ve oOzellikle de
bag MRI ile goriilebilmektedir
(Sekil 4).
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Serchral korteks |
Marjinal Tabaka (1)

N . Lizensefalik
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Derin selliilar tabaka (4)

Beyaz madde

Sekil 5. Normal serebral korteks ile lizensefalik serebral korteksin karsilagtirimas:

Serebral hemisferlerin hiicre yapisi geligmemistir ve fetal beyni andiran 4 tabakadan
olusmustur. Hilcre igermeyen marjinal tabaka normal gornir. Yizeysel sellilar tabaka
gelismemiy kortekse benzer. Bazi zamanlarda bu tabaka III, V ve normal korteksin VI.
tabakasina benzer bolgeler halinde aynlir; fakat hiicre populasyonu azalmigtir. Heterotopik
noronlarmn olusturdugu derin sellular tabaka, yiizeysel tabakadan genisligi degisen hiicre
say1s1 bakimimdan az sellular olmayan bir tabaka ile ayrilir. Gri madde genellikle normalden
daha ince olarak beyaz maddede goriilir [Sekil 5 (27)].
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1.2.3.Patogenez

Lizensefali ve ona bagl giral malformasyonlar, hamileligin 3. ve 4. ayinda
gerceklesen olgunlagmamig noronlarin serebral kortekse tam olarak go¢ etmemesinin direkt
sonuglanidir. Gogiin erken donemlerinde subependimal tabakadaki glia, yiizeye dik olarak
radial glia olarak bilinen uzun hiicre uzantlarin1 gonderir. Postmitotik noronlar pial membran
altinda duracak gekilde serebral yiizeye dogru radial glialar boyunca tirmanir. Migrasyon yolu
orijinal olarak radial gekilde kabul edildigi halde son zamanlarda bilgiler tegetsel bir yayilma
oldugunu ortaya gikarmustir. ilk noronlar hamileligin yaklagik 8. haftasinda tirmamga baglar.
10. ve 14. haftalar arasinda olgunlagmis korteksteki noronlarin bir ¢ogunu temin etmek
amactyla arka arkaya gergeklesen olgunlagmamig néron dalgalarn migrasyona baglar ve radial
glialar boyunca daha onceleri ulagmig noronlarin iizerine tirmanarak yiizeysel tabakalara
yerlesir. Bu sebeptendir ki ilk noronlarin migrasyonu korteksin dip tabakalarinda
sonlanirken, daha sonra migrasyon yapan noronlar yiizeye daha yakin lokalize olur.

Klasik lizensefalideki noral migrasyon bozuklugunun sebebi heniiz bilimemektedir.
Fakat noroglast ¢ogalmasi, radial glia olujumu ve migrasyonu smrlayan pial membran
normal gériinmektedir. Bu anormallifin migrasyonu baslatan veya devam ettiren isaretlerde

veya noronlarin radial glialan etkin gekilde tirmanamadi@: tahminini ortaya atar (28).

1.2.4. Lizensefali Tipleri

Intrauterin 20. haftadan 6nce yaygin néral migrasyonun inhibisyonu ve ardindan
kortikal organizasyonunun bozulmasi ile lizensefali tip I tablosu, lokal migrasyon bozuklugu
ile tip 1, tip III, tip IV lissensefaliler, kortikal heteropatiler ve polimikrogiriler geligir. Tip I
lizensefali, pakigiri-agiri kompleksi olarakda bilinen genetik bir bozukluk olup Izole
Lizensefali, Miller- Dieker sendromu olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Tip II lizensefali
genelde Fukuyama Konjenital Muskiiler Distrofisi ve Walker sendromu ile birliktedir. Encha
Razavi ve arkadaglan tip III lizensefali sendromunu letal seyirli, ailesel fetal akinezi ile
tammlamiglardir(29).

Tipl lizensefalide serebral korteks 12 haftalik bir fetusunki ile aym olup, giruslar
belirgin azalmiy ya da yoktur. Kraniyal goriintiilemede, beyin yiizeyinde diizlesme, genig ve
vertikal silviyan fissir, orta derecede ventrikiiler dilitasyon ve kalinlagmamig bir korteks
izlenir. Hastalifin etiyopatogenezi agik degildir.Gebeligin 20. haftasindan 6nce histolojik
gelismeyi bozan perfizyon yetersizligi / hipoksi, enfeksiyon, kromozomal bozukluklar,
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travma, metabolik bozukluklar ve ¢evresel nedenlerle massif noral migrasyonu yetmezligi
gelismekte ve lizensefali tip I olugmaktadir.

Tip I lizensefalili hastalarin gebelik siireleri normal olmakla birlikte intrauterin
buyiime geriligi gozlenir(30). Genellikle polihidramnios gorilir; fakat spesifik degildir. Dig
goriniiy lizensefali sendromuna gére normal veya anormal olabilir (28). Tiim sendromlarda
bitemporal daralma ve mikrognati, vakalarin yaklagik yansinda klinodaktili ve kiigiik bir
kisminda dogumda mikrosefaliye rastlamir (30). Biitiin ¢ocuklar ilk bir yil igersinde
mikrosefalik oldugu halde sadece az sayida g¢ocuk, dogustan mikrosefaliye sahiptir(28).
Genel olarak yeni dogan déneminde emme zayiflii, erken gocukluk déneminde hipotoni ve
ileri dénemde hipertoni siklikla bulunur. Baz1 vakalarda da apne ataklar1 gozlenmekte, ilk
yildan sonra ¢ogu vakada infantil spazmlar geklinde konvulziyonlar gézlenmektedir. Diger
norolojik bozukluklar ise, belirgin mental retardasyon, spastik kuadriplejiyle birlikte hipotoni
ve opistotonustur. Tip I lissensefali gogu vakada sporadik olup, nadiren ailesel vakalar
bildirilmigtir (30).

1.2.5. Klinik Sendromlan

Klasik lizensefali (Tip I Lizensefali ), ILS olarak tabir edilen izole edilmig lizensefali
veya Miller- Dieker olarak bilinen multipli konjenital anomali sendromunun bir pargast
olarak gérilmektedir (27).

1.2.5.1. Miller- Dieker Sendromu
1.2.5.1.1. Klinik Ozellikler

Miller 1963 ‘de bazi konjenital anomalileri bulunan iki kardegin otopsisinde lizensefali
saptamig, Dieker ve arkadaglan ise 1969 ‘ da sendrom bulgulanim mikrosefali, iki tarafli
temporal darlik, lizensefali, uzun filitrum, ince st dudak, mikrognati, malforme kulaklar,
yukarn doniik burun delikleri ve gelisme geriligi olarak ifade etmislerdir ( 27).

Miller-Dieker sendromu karakteristik anormal bir fasial gériiniime ve bazende diger
dogum bozukluklariyla seyreden lizensefali Tip I ile karakterize bir multipli malformasyon
sendromudur. Lizensefali daima ciddi boyutta vardir ve derece 1 ve derece 2 olarak goriiniir.
Biiyiik ve siddetli mental retardasyon gibi norolojik anormallikler, kiigiik ¢ene, bitemporal
darlik Miller-Dieker igin spesifiktir. Miller-Dieker sendromunda beyin anormalliklerine ek

olarak , mevcut ¢ikintili ve agik alin, yukariya bakan burun deliklere sahip kisa burun, digari
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firlamig (gikik) st dudak, ince dudaklar igerir. Bazi hastalar olagan olmayan korpus
kallozuma veye septumda goriilen orta hat kalsifikasyonlarina sahiptir. Etkilenmis ¢ocuklarin
hepsinde 6nemli 6lgiide zihinsel ve fiziksel engeller bulunur (31). Miller-Dieker sendromuna
ait karakteristik ozellikler Tablo 4 * te gosterilmigtir (16).

Tip I lizensefalinin gorilldigii Miller- Dieker sendromundan bagka izole Lizensefali
sendromunda  normal veya normal sayilabilecek fasial goérintii mecvcuttur.Beyin
malformasyonu Miller- Dieker sendromundaki gibi ciddi olabilir veye agiri veye pakigiri
karigimu veya pakigirinin yalmz olarak bulundugu daha hafif durumlar seyredebilir. Bir gok
hastada kiigiikk gene ve bitemporal darlik gibi kiigiik fasial degisiklikler olabilir. Baz: klasik
lizensefali, izole lizensefalili hastalarda teshis i¢in yeterli olmayan Miller-Dieker sendromunu
andiran bazi kugiik fasial degisikliklere sahiptir. Diger dogumsal bozukluklar nadirdir.
Hepsinde mental retardasyon goriiliir ve bunlarin yarisi geligtirilebilen becerileri bagaramaz.

Geri kalani ise bazi sosyal cevaplar gosterebilir(26).

Tablo 4. Miller-Dicker Sendromunun karakteristik 6zellikleri

Bas ve Boyun : Mikrosefali, ¢ikik alin,
bitemporal darlik,
mikrognati

Kulaklar : Kulaklarin normal yerinde bulunmamast,
malforme kulaklar

Gozler : Anormal iris, karmagik fundal damarlar,
telekantus, hipertelorizm, hafif blefaroptoz

Burun : Kisa burun, yukari déniik burun delikleri,
¢okiik burun koprisii

Agiz : Belirgin diga ¢ikintihi ve ince iist dudak,
gec dig dokilimiy

El ve ayaklar : Klinodaktili, kamptodaktili,
irregular palmar ¢izgiler,

dermatolojik anormallikler

Kaslar : Erken ¢ocukluk déneminde hipotoni
ileri donemde hipertoni

Sinir sistemi : Lizensefali tip I ve agri ile-veya
serebral korteksin bolgesel kalinlagmasi
disinda olan- pakigri , hipoplazi, kiigiik
serebellum, korpus kallozumun hipolazisi,
serebral korteks yapisinin displazisi,
orta hat kalsifikasyonlar1. Epilepsi ve spastik
paraplegia

Kardiyovaskiiler sistem  :Ventrikular septal defektler ve arterior
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kanallarini i¢ine alan gegitli kardiyovaskiiler

defektler

ﬁregenital sistem : Kriptorsidizm, pilonidal sinus, bobrek agenesisi,
Hydronefroz

Biiyiime ve gelisme : Biyiime, mental, ifade ve motor reterdasyon,
polihidraminoz ve prenatal gelisimde bozukluk,
fetal hareket azli1

Davrani§ ve performans  : Gelisimde basarisizlik, spontan aktivitelerin
azalmasi, nobetler, beslenme giicliikleri

Diger : Cocukluk veya infant dénemde 6liim

1.2.5.1.2. Genetik

Miller-Dieker sendromu gogu vakada sporadik olup, bildirilen ailesel vakalarin sayist
azdir ve sonradan eklenen ailesel olgular nedeniyle otozomal resesif gegisli olduguna
inanilmaktadir. Bunlara ek olarak bugiin i¢in sendromla ilgili X’e bagl kalitima iligkin pedigri
bildirilmistir (9).

1.2.5.1.3. Sitogenetik

Miller- Dieker sendromunun kromozom etiyolojisinde, ilk olarak 17q’ nun distalinde
ve 17p ‘nin distalindeki kiigitk bir bolgenin delesyonu ile bir hastada 17. kromozomun ringi
bildirilmigtir.

Ik kez Dobyn ve arkadaglari, 17p13 bolgesindeki sitogenetik anormallikierin Miller -
Dieker sendromuyla iligkili oldugunu tespit etmigtir. Dobyn, 26 ailedeki 25 kiginin
sitogenetik ve molekiiler genetik bulgularin1 bildirmistir ve yiiksek ¢oziiniirliiklii kromozom
analizlerinde, 25 probandin 14 inde 17p13.3 delesyonunu saptamugtir. Bu de nova
delesyonlardan 3’ iiniin ailesel kromozom diizenlenmesi ( resiprokal translokasyonlar ve
perisentrik inversiyonlar ), 11’ nin terminal veya intersitial delesyonlar, ring kromozomlar1 ve
disentrik kromozom diizenlenmeleri oldugunu bulmustur ( Tablo 5). Diger bir ¢aligmasinda
ise ring kromozomu 17 * ye sahip iki hastamin da Miller- Dieker fenotipini gosterdigi
bildirilmistir(32). Bununla birlikte simdilerde Miller- Dieker sendromlu ebeveyinlerin
gogunda kromozom 17’ nin de nova delesyonlar ( 17p- veya 17p13 ) bulunmaktadir (9, 32).
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Dobyn tarafindan lIzole lizensefali sendromlu 58 hastanin 57’sinde yapilan
caligmalarda da yiiksek rezulosyonlu kromozom analizi ile karyotipler normal saptanmgtir.
Tek anormal karyotip klasik lizensefalili bayanda goriilen X ve 2 nolu kromozom arasindaki
(46, XXt (X;2)(q22;p25 ) de nova dengeli translokasyonudur (9).

Tablo 5. Miller-Dieker Sendromunda Sitogenetik Mekanizmalar (32)
Mekanizma No %

De novo abnormaliteler

Delesyon (terminal veya intersitial ) 9 36

Disentrik translokasyon 1 4

Ring kromozom 1 4
Familiyal yeniden diizenlenmeler

Resiprokal translokasyon 2 8

Perisentrik inversiyon 1 4
Normal karyotip

Submikroskobik delesyon 9 36

Delesyonlu olmayan bulgular 2 8
Total 25 100

1.2.5.1.4. Molekiiler Genetik

Bir ¢ok Miller- Dieker hastalarinda 17p 13.3’ iin sitogenetik delesyonlarinin ( Sekil 6)
saptanmasindan sonra L..Better ve arkadaslar1 Miller-Dieker sendromunda ve izole lizensefali
sendromunda goriilen 17p13.3” iin submikroskobik delesyonlarim1 tanimlayabilmek igin yeni
molekiiler genetik yontemlerini tammlamglardir. Bu ¢aligmalardaki incelemeler sonucunda;
Miller-Dieker sendromunun birbiriyle iligkisi olmayan birkag genin kromozom iizerinde aym
anda gergeklesen delesyonlarimin kompleks bir fenotip olusturan bir gen sendromu oldugunu
ortaya koymuslardir. Gelistirdikleri modele goére Miller—Dieker sendromunda; bireyin
gelisiminde dnemli rol oynayan gen ve genlerin ; izole lizensefali sendromunda ise sadece
beyin gelisiminde rol oynayan gen ve genlerin delesyonun oldugunu ileri sirrmiiglerdir.
Prader-Willi ve Angelman sendromlarindaki mikrodelesyonlarin aksine, delesyonlarin
parental kokeni fenotipi agik olarak etkilememigtir. Bu yapisal bozuklularn biyikligi,
17p13’ de yer alan bagimsiz birkag genin delesyonun buyiikligii ile paralel oldugu ileri

strtilmigtir
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- Mikrodelesyon

Sekil 6. Miller-Dieker sendromunda 17p13.3 delesyonu

Sitogenetik analizi normal goriinse bile molekiiler teknikler kullanarak hemen hemen
biitiin Miller-Dieker sendromlu hastalarin bityitk ¢ogunlugunun 17p molekiiler delesyonuna
sahip oldugu saptanmigtir. 17p13.3“Un degisik boyutlardaki delesyonlari RFLP veya somatik
hiicre hibrit analizleriyle sitogenetik bakimindan normal olan hastalarda gosterilmigtir.
Polimorfik tekraralar1 kapsayan 6zel siralamalara gore hazirlanmig pirimerler kullanilarak
yapilan PCR, delesyonlarin hizl1 ve ¢abuk bir bigimde tespitine izin vermigtir.

Miller- Dieker sendromunun kritik bolgelerinin molekiiler disseksiyonu bir bagka
teknik stratejisi gelistirmistir. Hastadaki delesyonlarin, tamdaki eksik metodlar yiiziinden ve
kullamlan metodlarin ¢ok sensitif olmamasindan bu bolgelerdeki submikroskobik
delesyonlarin kesfi FISH ( Fluoresan In Situ Hibridizasyon ) metoduyla saglanmigtir. Kuwano
bu metodu 17p13.3’ iin biotinlenmis 2 kosmid probunu Miller-Dieker sendromlu ailelerde
yari gorinmez yada goriinmez translokasyonlar1 ortaya g¢ikarmak igin kullanmigtir (
Gorillmeyen translokasyonlar yiiksek ¢ozinirliikklii bantlanmig preperatlarda farkedilmeyen
translokasyonlardir).

FISH metodu ile, gozle gorilir veya submikroskobik delesyonlar, izole lizensefali
sendromlu hastalarin 4 ‘te birinde ve Miller-Dieker sendromlu hastalarin %90’ nin stiinde
bulunmugtur. Onemli olan delesyonun gocufun ebeveyinlerden hangisinden geldiginin
analizinin ve kromozom analizi ile bulunamayan inversiyon veya kritik translokasyonlarin
FISH metoduyla yapilabilmesidir. Dengesiz doller igin tekrar riskini getiren yeniden
diizenlenmelerde ve hasta bireydeki delesyonun parental orjininin tammlanmasinda FISH

uygulamalan garttir. Aym: zamanda FISH methodunun bir ¢ok sitogenetik labaratuvarlarinda
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gittikge poptiler oldugu donemlerde kolaylikla gergeklestirilebilen tekniklerin normal
kromozomlar1 gosterdigi zamanlarda da Miller-Dieker sendromunun teshisinde kullanilan ilk
segenektir. Miller-Dieker sendromlu hastalarda molekiiler delesyonlar teshis edildiinde
gérilmeyen dengelenmis parental diizenlenmeleri safdipn birakan veya destekleyen tek
tekniktir (9, 28, 32).

1.2.5.1.5. Teshis

CT ve MRI sayesinde bugiin lizensefali daha dogru bir sekilde ve gegmis yillara
oranla daha sik teshis edilmektedir. Bir olguda, lizensefali teghisi desteklendiyse ve
karakteristik kranio fasial anormallikler bulunuyorsa Miller-Dieker sendromu
dustintilmektedir. Bu kranio fasial anormaliklerin bazilar1 (mikrosefali, bitemporal darlik,
mikrognati) lizensefalinin  gostericisi olarak diigiinilmektedir. Miller-Dieker sendromlu
hastalar genellikle ek olarak orta hat kalsifikasyonlari, ¢tkik alin, kisa burun, yukariya dogru
yonelmis burun delkileri ve bazi diger anormallikler gostermektedir. Diger bazi
malformasyonlar dengelenmemis translokasyon gosteren kromozomlara ve dengelenmemis
inversiyonlarla alakalidir. Miller-Dieker sendromunun diginildiigi her durumda yiiksek
¢oziintirlii bantlama tekniZinin igerildii kromozom analizleri zorunludur. Bu tip kromozom
caligmalar ig¢in teghisin Ozel olarak belirtilmesi Onem tagimaktadir. Cinki diger
mikrodelesyon sendromlarinda oldugu gibi Miller-Dieker sendromunda goriilen yapisal
bozukluklar sitogenetik ¢aligmalarda muhtemelen teghis disi kalirlar. Normal kromozomlar
Miller-Dieker sendromunu saf dig1 birakmaz. Bir sonraki teshis basamaklari uygun problarin
kullanildigx FISH ve yukarida bahsettigimiz PCR’ dir. Baz: durumlarda da diger molekiiler
teknikler gerekmektedir. Ozellikle biyiikligi fazla olan delesyonlar bulundugunda,
potansiyeli yitksek tekrar riskinden dolay: parental dengelenmis yapisal diizenlenmeler gz
6ntne alinmahidir. FISH ozellikle goriilmeyen parental yapisal anormalliklerin tespitinde
yardimcidir.

Son zamanlarda Miller-Dieker sendromunun teshisinde ilerlemelerinin 15131 altinda,
otozomal resesif kalitim: destekleyen ikna edici bir ipucu bulunmamigtir. Miller-Dieker
sendromunun tekrar riski genellikle parental dengelenmis translokasyonlar ve inversiyonlarda
yuksektir. Koryonik villus 6rneklemesi ile yapilan prenatal teshis kesin teshise yardimci
olmaktadir. Sitogenetik olarak saptanabilen veya submikroskobik de nova delesyonlan sa;
dusiik tekran riskine sahiptir. Prenatal fetal biyiime, fetal hareketler, amniyotik
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miktar1 ve beyin gelisiminde ulturasonografik incelemelerin giiveninirli§i baz1 vakalarla
simirlh olmaktadir. Sonug olarak yeni teshis aracglan etkilenmis aileleri desteklemekte bize
biiyiik olanaklar saglamaktadir (28, 32).

1.2. FLUORESAN iN SiTU HiBRIDIZASYON (FISH )

In Situ Hibridizasyon (ISH), spesifik DNA veya RNA bélgelerinin doku kesitlerindeki
her hiicrede, kromozom preperasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda morfolojik olarak
gosterilmesini  saglayan bir tekniktir. Bir bagka deyigsle, ISH heterojen bir hiicre
popiilasyonunda DNA ve RNA bolgelerinin niikleer veya selliiler lokalizasyonlarimi ifade
eden tek yontemdir. In situ hibridizasyonu diger hibridizasyon tekniklerinden ayiran bir
ozelligi niikleik asitlerin kendi dogal hiicresel ortamlarinda incelenmesini saglamasidir
(doku/hiicre yapist hig bir sekilde bozulmamaktadir) (33).

Gergekte ISH modern biyoloji tekniklerinin en eskilerinden birisidir. 1869 yilinda
Miescher’ in ilk olarak DNA’ y1 izole etmesi, 1944 yilinda DNA’ nin genetik bilgi tagidiginin
ortaya konmasi ve daha sonra da 1950 yilinda Franklin ve Wilkins ile 1953 yilinda Watson ve
Crick’ in DNA’nin ¢ift dalli sarmal yapida oldugunu ortaya koymasindan sonra DNA niikleik
asidine ilgi yogunlagmistir.1960-1961 yillarinda DNA’ min denatiirasyon ve renatiirasyon
Ozelligi ile bu olaylarin gerceklestifi kimyasal ortamlar belirlenince, DNA molekiliiniin
komplementeri ile hibridize olabilecegi digiiniilerek bu alanda ¢aligmalar baglamigtir. ISH’
nun buluculan olan Gall ve Pardue ile bunlardan bagimsiz olarak ¢aligan John ve arkadaglari
1970 yilinda radyoaktif izotoplarla igaretlenmiy DNA sekanslarinin sitolojik preperatlarda
lokalize olduklarim gostermiglerdir. Orijinal teknikte, biiyiimekte olan hiicrelere tritium
verilmig ve isaret1i niikleik asitler niikleer emiilsiyon araciliftyla belirlenmiglerdir .

Tritium (CH) molekiline ek olarak '*® I ve ** P molekillerinin de isaretleme
molekiilleri olarak ISH'da kullamilabilecegi 1970 ‘lerin baglarinda ortaya konmustur (34, 35).

ISH igin radyoizotop kullanilmasinin zorluklan ve olumsuz yonleri daha ilk giinlerden
itibaren kendini gOstermis ve aragtiricilar nonradyoaktif bir igaretleme molekiilii arayist
igerisine girmislerdir. Bu konuda ilk olarak 1975 wilinda Manging ve arkadaglan
nonradyoaktif bir molekiil olan biotin molekiiliini deneylerinde kullanmislardir. Biotin
sitokrom C aracili ile niikleik asite kovalent olarak baglanmis ve bu baglanma elektron
mikroskobik diizeyde avidin mikrosferleri ile belirgin hale getirilmigtir. Teknigin gelistii bu
ilk wyillarda molekiiler klonlama teknikler1 bilinmedigi igin isaretlenecek niikleik asit,
biyokimyasal yontemlerle izole edilip hibridizasyona sokulmusgtur. Molekiiler klonlamanin
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gelismesindeki anahtar 1970 lerin baslaninda ¢ift sarmal DNA’ daki spesifik sekanslan
taniy1p o bolgelerden DNA’ y1 kesen bakteriyel restriksiyon endontikleaz enzimlerinin ortaya
¢ikariimasidir ki bu rekombinant DNA teknolojisinin de temelini atmustir.1977 yilinda
klonlama yontemleriyle elde edilen problarin, radyoaktif ve nonradyoaktif molekiillerle
isaretlenmesini saglayan Nick translasyon yontemi Riby ve arkadaglani tarafindan
geligtirilmigtir (36).

Brahic ve Hoose’ nin 1978 yilinda Visna viriisi ile enfekte olan koyun koroid pleksus
hicrelerinin saptanmasinda ISH yontemini kullanmig ve bu tekniin kullamm alamni
genigletmigtir. 1983 yilinda Feinberg ve Vogelstein diger prob isaretleme yontemi olan
"random priming"in kullanilabilecegini gostermislerdir. 1987 yilinda Garson ve arkadaglar
translasyon yontemi ile Biotinin DNA probuna sokulabilecegini gostermiglerdir.

Karyotipleme ile tiimor dokusunda yeterli ve kaliteli metafaz bulma zorlugundan
dolay1 kromozoma 6zgii DNA problarinin kullanildigi ISH yontemleri geligtirilmigtir (1985).
Bu ¢aligmalarda, kromozomlarin interfaz niikleuslarinda bir alan olusturduklar1 ve spesifik
problar ile bu alanlarin yap1 ve kismen miktar1 konusunda bilgi alinabilecegi goérilmiis ve
boylece ISH ile "interfaz sitogenetigi” analizi ad1 verilen alt bir dal dogmustur. Bu gelisme
ozellikle prenatal tam analizlerinde son derece etkili olmustur. Fetal cinsiyet ve fetal
anoploidi tayininin hiicre kiltiirine gerek kalmadan ¢ok kisa siire icerisinde yapilabiliyor
olmasi bu alanin geligmesini saglamigtir

Biotin-avidin sisteminin bulunmasi, hapten molekiilleriyle isaretlenmig olan
problarin  florokrom enzim veya kolloidal altin gibi araci molekiiller ile belirgin hale
getirilmesi, ISH tekniBinin hassasiyet ve gilivenilirliini arttrmugtir. Biotinin yamsira
digoxigenin ve florescein ile isaretleme, farklt molekiillerin birlikte kulamlimasi 1986
yilinda, Horgman ve arkadaglarinin iki renkli, Nedersof ve arkadaglarinin (1986) da ii¢ renkli
hibridizasyonu ger¢eklestirmelerini saglamstir. Geligmeler birbirlerini takip etmis ve bugin
12 renge kadar varan ¢ok renkli ISH uygulamalarinin gergeklestirilebilir duruma
gelinmigtir.

ISH daki bu hzh gelismeye ragmen, kullamilan probun biiyiikligine baglt olarak
sinyal dansitelerindeki degigiklikler ile yontemlerde sinyalin goriintilenmesi amaciyla
kullamlan  florokrom maddelerin  mikroskopta belirgin  hale getirilmesi ve
fotograflanmasindaki sorunlar mikroskop igin yeni filtre ve optik sistemlerin geligmesine
ivme kazandirmigtir (Shozton 1989, Makowski ve Ruzin 1993). Konfokal laser scanning
mikroskoplarmnin gelistirilmesi ISH tekniginin geligmesini saglamistir. Bu alandaki en biyik

gelismelerden biri CCD (coupled cooled camera) kamera sisteminin geligtirilmesidir .
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Non - radyoaktif molekiil ile kimyasal olarak modifiye edilen DNA problarinin
immiinolojik ya da afinite reaksiyonlar: ile floresans veya enzimatik olarak goriintiilenmesi
ise non-izotopik ISH (NISH) olarak ifade edilir. DNA’ nin NISH igin isaretlenrnesinde direkt
ve indirekt olmak tizere iki yontem kullamlir. 1991 yilinda fluoresanlanmg niikleotid
analoglarinin direkt ve indirekt ISH yontemlerinde kullanilmaya baglanmasiyla, NISH
teriminde bir alt dal olusmustur ki bu da Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) olarak ifade
edilmektedir (29).

FISH tekniginin kolay uygulanabilirligi, probun stabilitesi, metodun hizi, 2-5 kbp’e
ulasan duyarhligy, birden fazla bolgenin farkl renklerde isaretlenmesine olanak tamyan farkli
isaretleme yontemlerinin kullamlabilmesi, metafaz ve interfazda butinligu bozmadan
uygulanabilirligi, florokrom molekillerin yaygin olarak kullamilabilmesi ve kolaylikla
taginabilmesi, gene-kromozoma-genoma 6zgii goriintillemeye olanak tammast bu yontemin
hem temel arastirma hem de diagnostik alanlarda aranilan primer yontem haline gelmesine
neden olmugtur. Tim FISH yontemlerindeki temel prensibi aymidir. Temel olay, iki DNA
sarmali arasindaki komplamenterliktir. Prob olarak kullanilan DNA molekili florokom ile
isaretlenir, yani eksojen olarak reaksiyona sokulan isaretli niikleotid, prob DNA’ sindaki
uygun niikleotid ile yer degistirir. Prob igaretlendikten sonra lam / lamel uzerine fikse edilen
metafaz ve / veya interfazdaki proteinler uzaklastirilir, ¢ift sarmal halde bulunan gerek prob
gerekse hedef DNA “lar denatiirasyon ile tek zincir haline getirilirler. Onceden igaretlenmis
prob ile spesifik eslesmenin olacagi uygun kosullarda genomik DNA hibridize edilir. Daha
sonra olugan hibrid spesifik gériintiileme sistemleri ile belirgin hale getirilir.

FISH tekniginin tam ve aragtrma amagh kullamm alanlarim genel olarak soyle

stralanabilir.

LTamsal Amach Kullanilan FISH

1- Klinik sitogenetik

2- Prenatal tam

3-Interfaz sitogenetigi

4- Mikrodelesyon sendromlarinin tanisi

5- Dokuda enfeksiyon ajanlarinin tanis

6- Kanser sitogenetigi

7- Dokuda mRNA diizeyinde onkogenlerin degerlendirilmesi
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IL Aragtirma Amach FISH
I- Gen haritalamasi
2- Tumor biyolojisi
3- Mikrobiyoloji / viroloji
4~ Gen ekspresyon analizi
S~ Somatik hiicre hibrit analizleri
6- Mayoz / mitoz analizleri

7- Hiicre tammlamast

Bagarili bir FISH i¢in yontemin ¢ temel agamasi ¢ok énemlidir .Bu agamalar;
1- Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gegirgenligini kaybetmeden korunmasi
2- Probla hedefin yiiksek bir etkinlikle birbirine baglanmasi
3- Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir raportér ile en az zemin sinyaliyle en parlak
sekilde goriintillenmesidir .

FISH uygulamalarinda bir DNA-DNA ya da RNA-DNA hibridinin stabilitesi erime
isisina (Tm) baghidir. Tm degeri sarmalin % 50 sinin ayrildigi 1sidir. Denatiire edilmis iki
DNA molekiiliiniin eglesmesi i¢in en uygun 1s1 ise Tm degerinin 25° C altidir. Diisiik tuz
konsantrasyonu ve yiiksek 1s1 bazlarin dogru olarak eslesmesini kolaylagtirir. Ortamda
formamid bulunmas1 dogru eslesme igin gereken 1siy1 diigiirerek kromozom morfolojisinin
korunmasimi saglar. Dekstran Siilfat da DNA. dizilerinin dogru eslesme oramm arttirir.
Hibridizasyon kangimindaki somon sperm DNA’ si, igaretli probun spesifik olmayan
eslesmesini onler. IsiBin formamidi hizla iyonlastirmas: sebebiyle hibridizasyon islemi
genellikle karanlikta, preparatlarin kurumamasi igin de nemli bir ortamda yapilir. Kullanilan
probun cinsine gore denatiirasyon ve hibridizasyon i¢in optimal 1s1, tuz ve formamid

konsantrasyonu ile modifiye edilebilir (37, 38, 41).

1.3.1. FISH Problarmin Secimi

FISH ° de kullanilacak problarin segilmesinde iki temel nokta vardir: Prob olarak
kullanilacak niikleik asidin tipi ve uygun igaretleme cinsi (39)(41).
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1.3.2. Prob Tipleri

Prob olarak hazirlanan niikleik asitler; ¢ift sarmal DNA , tek zincirliDNA , tek zincirli
RNA ve oligoniikleotidler olarak siniflandrilabilirler (Tablo 6). Parga izolasyon, klonlama, in
vitro transkripsiyon veya kimyasal sentez yoluyla elde edilebilirler. Kromozomlar Uzerinde
gerceklestirilen FISH’ da ve viral DNA tayinlerinde genellikle DNA problari, mRNA
tayinlerinde ise tek zincirli RNA problar veya oligoniikleotidler tercih edilmektedir (39)(41).

1.3.3. Prob Uzunlugu

Maksimum melezleme oram: uzun problar ile elde edilir. Ancak FISH ‘da kisa problar
gereklidir. Ciinkii, probun hiicre veya kromozomlar gevresindeki yogun matriksten gegerek
hedefe ulagsmasi gerekmektedir. Problarin 50-150 bazlik olanlar1 bir ¢ok doku i¢in en iyi
sinyali verir. Cok kisa problar ise ¢ok zayif sinyal verirler, bazen de istenmeyen isaretlere
neden olabilirler. Dokunun 6zelligi, fiksasyon tipi, prehibridizasyon iglemlerinin uygulanip
uygulanmamasina gére de prob uzunlugunun se¢imi degisir.

Oligoniikleotidler tek zincirli oluslari ve ¢ok iyi penetrasyon ozelliklerine sahip
olmalarindan dolayr FISH igin olduk¢a avantajli problardir. Fakat kiigik boyutlu
olduklarindan hedef niikleik asidin ancak kiigiik bir boliimii ile eslesirler (39)(41).

1.3.4. Probun isaretlenmesi

Prob isaretlemesinde alternatif iki ana yol vardr:

izotopik isaretleme : isaretleme radyoaktif madde ile yapilir ve isaretin belirlenmesi
i¢in otoradyografi kullanilir. Reaksiyon sonucunun hizina, prob stabilitesine ve cahigilan
konuya gore farkli tipte izotoplar kullamlir, H® isaretli problar; subselliiler uygulamalar igin
kullamlir, yiiksek rezoliisyona ( 0.5- 1 um ) sahiptir. Isaretli problar birka¢ yil saklanabilir.
S¥.NTP FISH’da en yaygin olarak kullanilan radyoaktif isaretlemedir. S¥*-NTP. isaretli
problar, 6zellikle hiicresel uygulamalar i¢in uygundur. Otoradyografi iglemi 1 hafta siirebilir.
Isaretli prob birkag ay icinde tiiketilmelidir. Rezoliisyonu 10-15 um kadardir P*2-NTP, genis
¢aph alanalar i¢in uygulamr. Rezoliisyon 20-30 pm’dir. Isaretli problar bir hafta iginde
kullanilmalidir.
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izotopik olmayan isaretleme : isaretleme radyoaktif olmayan maddelerle yapilir ve

igaretin tayini i¢in imminohistokimyasal yéntemler kullanilir. Son yillarda izotopik olmayan
isaretlemeler daha siklikla kullamlmaktadir. Dezavantajlari; duyarhilifin  izotopik
isaretlemelerden daha az olmasi ve istenmeyen baglantilara daha fazla yol agabilmesidir
Izotopik olanlara gore avantajlan, isaretli problarin 6 ay veya daha uzun siireli olarak —20°C’
da saklanabilmesi, rezoliisyonunu yiiksek olmasi, lizli sonu¢ alinmasi, daha fazla sayida
isaretleme yontemi bulunmasi ve giivenilir olmasidir. Tiém bu avantajlar prob
isaretlenmesinde iki ana teknigin kullamilmasina yol agmustir:
1- Isaretin, dogrudan dogruya niikleik asit probuna baglandigi ve hedef niikleik asit ile
melezlemeden hemen sonra mikroskop altinda gozlenmeye imkan saglayan direkt igaretleme,
2- Herhangibir haptenin proba baglanmas: ve bunun, isaretli bir protein yada olusan prob —
hedef dizi hibridine spesifik bir antikor ile goriintilenmesini saglayan indirekt igaretlemedir.

Indirekt prob isaretlemeleri kimyasal ve enzimatik reaksiyonlarla yapilir. En yaygin
kullanilan isaret maddeleri biotin, dioksigenin gibi haptenler ve FITC (fluoresein
izotiyosiyanat yegil), teksas kirmizisi, AMCA (amino metil kumarin asetik asit) gibi fluoresan
maddelerdir (Tablo 7). Ayrica, ender olarak peroksidaz, alkalin fosfataz gibi enzim ve
kollaidal altin gibi metal isaretlemelerine rastlamr. Hapten igaretli problar mRNA FISH igin
givenilirlik, yiiksek stabilite, hizhi sonug verme ve tek hiicre rezoliisyonu gibi Onemli
avantajlara sahiptirler.

En duyarli yontem, spesifik bir antikora uygun olan bir haptenin, bir nikleotid
turevine baglanmas: ile gergeklestirilir.(6rnegin, digoksigenin ddUTP veya dUTP’ ye
baglanir ). Melezleme ve yikamalan takiben doku bir enzime bagh olan ve hapteni baglayan
bir protein ile inkiibe edilir. Daha sonra sinyal bu enzim igin uygun substratin kullamlmasi
sonucunda, Uriiniin renklendirilmesi geklinde elde edilir. Bu iglem fluoresin igaret maddesinin

kullammi iginde benzer sekildedir. Isaret fluoresan mikroskobunda gozlenir(40).

Tablo 6. FISH icin prob Tipinin secimi

Prob tipi Avantajlan Dezavantajlari
RNA RNA:RNA melezleri oldukga Melezleme sonrast RNAz uygula-
dengelidir. mast melezlenmeyen problar orta-
dan kaldirr.
Prob denatiirasyonu gerektirmez.  Probun RNAz aktivitesinden
korunmasi gereklidir.Cok ca-
buk pargalanir.
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Melezleme iglemi sirasinda
yeniden eslesme olmaz

Prob vektor icermez.

Probun vektér igine
subklonlanmas: gerekir.

Cift iplikli DNA Subklonlama gerektirmez. Prob denatiirasyonu gerekir.
Fazla sayida ve uygun isaretleme  Melezleme sirasinda tamamlayici
metodlar1 uygulanabilir. zincirler yeniden eglesir.
Melezler RNA problarindan daha
az dengelidir.
Oligoniikleotidler Klonlama gerektirmez. Sinirl: igaretleme metodu uygulanir

Kendi iginde eglesmeye ugramaz.

Dokuya penetrasyonu ¢ok iyidir.

Protein dizilerden yaralanarak
hazirlanabilir.

Dizileme sirasinda hatalar

olugabilir.
Melezleme igin olduk¢a kisa

dizilerdir

Tablo 7. FISH ‘ da izotopik olmayan isaretleme ve belirleme sistemleri

Isaret molekiilii Tayin Yorum
BIOTIN* Avidin Avidin bir glikoproteindir.
Yiksek oranda istenmeyen
baglantilara neden olur.
Streptavidin Avidinden daha iyi, fakat
Biiyiik bir molekiildiir. Do-
kuya penetrasyonu zay:fiir.
Anti- biotin Dokuya penetrasyonu daha
iyi , fakat avidinden daha
dusik afiniteye sahiptir
DIOKSIGENIN®** Anti-dioksigenin ~ Endojen isaret molekiilleri
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DIREKT ENZIM Biiyitk konjugatlardir, zayif

(Peroksidaz, alkalin fosfataz) penetrasyona sahiptir.

DIREKT FLUORESEIN*** Cok hizl1 lokalizasyona

(FITC / TRICT) sahiptir,indirekt yontemden
daha az duyarhdir.

*Biotin isaretlemede en biiylik problem, doku veya hiicre kiltirindeki endojen biotin
varligidir.

**Digoksigenin bitkiden elde edilen bir steroiddir. Nikleik asitler igine kolayca
yerlesebilirler. Spesifik antikorlar kullanarak tayin edilebilir. Dokuda endojen digoksigenin
problemi yoktur.

***Enzimatik olarak fluoresan igaretleme i¢in , FITC igaretli niikleotid anologlan ticari olarak
mevcuttur.

FISH tekniginin sitogenetik alanindaki kullaniminda 5 farkh prob cesidi vardir.
a-Genomik problar

b-Tekraralayan dizi problan (satellit problari )

c-Lokusa 6zgii problar

d-Tiim kromozomu boyayan problar

e- Banda 6zgi problar
a- Genomik Problar

Tum genomu isretleme igin kullamlmaktadir. Total niiklear genomun isaretlenmesine
olanak tamyacak ozellikleri tagimalidirlar. Bunun igin, tek gen dizilerinden ¢ok, hizh
hibridizasyona olanak veren tekraralayan dizinler kullanilir. Tiire 6zgii isaretieme i¢in Alu
dizinleri siklikla kulamlmaktadir (41).

b- Tekrarlayan Dizi Problar
Satellit yada telomerik tekrar dizilerine 6zgii problardir.( Insan DNA’sinin %10-% 20’si
kromozomlarin sentromerik ve perisentromerik bolgelerinde bulunan satellit dizilerden

olusur.) Alfa satellit problar, sentromerdeki alfoid DNA dizilerine 6zgiin olup ozellikle

andploidilerin ve marker kromozomlarin sentromer kokenlerinin saptanmasinda interfaz ve
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metefazda kullanilmaktadir. Isima yogunluklari son derece yiiksektir (42,43). Beta satellit
problar ise insan kromozomlarinin perisentrik heterokromatin bolgelerinde yer alan tekrar
dizilerine, 9. kromozoma spesifik olarak hazirlanmiglardir. Akrosentrik kromozomlarin
polimorfik satellit bolgelerinin gdsterilmesi amaciyla kullaniimaktadir (44). Klasik satellit
problart 1, 19, 15, 16. kromozomlarin sekonder  konstriksiyon bolgelerinde ve Y
kromozomunun uzun kolunda yer alan tekrar dizinleri igin kullaniimaktadir (43).

Telomerik problar, kromozomun ug bolgelerine 6zgiin dizinlerin komplamenterleri olup,

telomeri igeren yapisal kromozom degisikliklerinde sik kullanim alam bulmaktadir (43).

c- Lokusa Ozgii Problar

Lokusa 6zgii problarin uzunlugu 15 ile 500 Kbp arasindadir. Genomdaki tek kopya
dizinlerine yonelik olan bu problarin hibridizasyon verimi goézlenecek olan bolgenin
buyukliigi ile iligkilidir. Hedefin 2 kbp’den uzun olmasi bagariyr arttirir. Lokusa 6zgii problar
ilgili kromozoma iligkin sayisal diizensizliklerin, ilgili bélgeyi igeren yapisal diizensizliklerin,
mikrodelesyon sendromlarinin tanisinda kullanilmaktadir. Plazmid, faj, YAC, kozmid klonlari

ile oligoniikleotidler bu grup problar igersinde yer alir (45).

d- Tiim Kromozomu Boyayan Problar

Kromozom boyunca degisik bolgelere Ozgli DNA dizisi igeren prob kangiminin
kullanilmas1 halinde, o dizilere 6zgiin kromozom tiimiiyle boyamr Bu nedenle de boyama
kolleksiyonlar1 (painting collections) olarak da adlandirilirlar. Hibridizasyonu takiben
uygulunan goériintilleme basamaklari ile ilgili kromozom son derece belirgin olarak goézlenir.
Plazmid, YAC klonlarindan, somatik hiicre problarindan, kromozom kiitiiphanelerinden elde
edilen problar bu amagla kullamlir. Translokasyon degerlendirmesinde marker ve ring

kromozom incelemelerinde tercih edilen problardir(46).
e- Banda Ozgii Problar
Stipheli goriilen ve spesifik probun olmadigi durumlarda kullanilan bu yontemde once

ilgili kromozom segmenti mikrodisekte edilir DNA ekstraksiyonundan sonra PCR ile

¢ogaltilarak prob haline getirilir ve normal metafaz kromozomlar: ile hibridize edilir.
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Ozellikle kriptik dengesiz translokasyonlarda, terminal delesyonlarin saptanmasinda
uygulanan bir yéntemdir(41).

1.3.5. Uygulama Alanlan
1.3.5.1. Sitogenetik

a- Anoploidi

21,18,13, X ve Y kromozomlarina ait andploidiler ozellikle prenatal tan ile ilgili
olarak klinik genetikgiler i¢in en sik kargilagilan problemlerdendir. X ve 18. kromozomlarin
sentromerlerine ve Y kromozomunun uzun kolundaki heterokromatin bolgeye ozgl
tekrarlayan dizilerin prob olarak kullammi ile metafaz ve interfazda s6z konusu
kromozomlarin sayilarmni izlemek olasidir. 21. ve 13. kromozomlarin sentomerik tekrarlayan
dizinleri gapraz hibridleme vermektedir. Bu nedenle, sentromerik problan interfazda bu iki
kromozomun toplam kopya sayisim verirler. Bundan dolayi, 21.ve 13. kromozomlar igin
lokusa 6zgii prob tercih edilmektedir.Cok renkli FISH uygulamasi ile 6zellikle andploidik
degigiklikler gésteren solid tiimér interfaz hiicrelerinde, her kromozomun sayisinin
saptanmas1 olasi olabilmektedir. Ozellikle, metafaz eldesinin gii¢ oldugu bu olgularda ¢ok
renkli FISH uygulamas1 son derece bilgi verici olmaktadir(47).

b- Yapisal kromozom anomalileri

FISH kullanarak, translokasyonlarin ve delesyonlarin hatta bazi durumlarda 6zellikle
perisentrik inversiyonlarin taninmasi olasi olmaktadir.

Translokasyonlar igin tiim kromozomu boyayan problar yamsira tek gen problarinin da
kullammi s6z konusu olmaktadir. Kink noktalarina ozgii dizinlerin  kullanims,
translokasyonlann interfazda da taninmasmna olanak vermektedir. Omegin, Kronik Myolid
Losemilerde gorilen 9. ve 22. kromozomlar arasindaki translokasyonlarin izlenmesi bu iki
kromozomun tam kromozom problart ile olasidir. Ancak interfaz incelenmesinde tiim
kromozom boyalan net sonug¢ vermez. Bunun yerine kirik noktalarina yerlesen ber ve abl
genlerine ozgii problar kullanildiginda, interfazda sinyallerin konumlant bilgi verici
olmaktadir.

GTG (G bantlama) ve HRB (High resolution bantlama) bantlama yontemleri ile ok
kiigiik delesyonlar: saptama olanag: olmadigindan mikrodelesyonlarda FISH igin en uygun
kullanim alanlarindan birini olugturmaktadir. Lokusa 6zgii problar araciligiyla Prader-Willi,
Angelman, Miller- Dieker, Di George, Smith-Magenis, Cri-du-chat gibi mikrodelesyon

sendromlarinin laboratuvar tams1 konmaktadir. Interfaz niikleuslarinda da ilgili bolgelere
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spesifik problarla kolaylikla taniya gidilebilir Metafaz ve interfazda sinyalin olmamas: ile
delesyon belirlenmekte olup, duyarh ve giivenilir sonuglar alinmaktadir (48).

Inversiyonlar i¢in de gene 6zgii dizimler kullamlmaktadir. Bu durumda iki farkli prob
segilerek birbirlerine ve sentromere gore pozisyonlari degerlendirilmelidir M4 tip akut
losemilerde, 16.kromozom izerine yerlesen iki tek kopya dizin ve sentromerik prob
kullamldiginda, normalde gen -gen —sentromer olarak izlenen sinyaller inversiyon sonunda

gen-sentromer-gen olarak degismektedir.
1.3.5.2. Molekiiler Genetik

a~ Gen amplifikasyonlan

Ozellikle onkoloji olgularinda ilaca direngli hiicrelerin  saptanmasi igin
kullamlmaktadir. Bunun igin drg (drug resistance gene) dizinleri prob olarak kullanilarak,
kopya sayis1 izlenebilir. Bunun yamsira onkogenlere ait amplifikasyonlar iginde
kullaniiabilirler.

Ozellikle “’imprinting © olgusunun soz konusu olduiigu hastalarda gen kopya
sayisindaki artiglarin da saptanmasi olasidir.
b- Gen Haritalanmasi

DNA dizinlerinin kromozomal yerlesimleri FISH ile direkt olarak tanimlanabilir.
Birbirine ¢ok yakin olan dizinlerin yerlerinin saptanmasi, rezolisyonun arttirilarak, islem
strasiun iyi dizenlenmesine baglidir. Rezoliisyonun arttiriimasi, vektoriin uygun kromozom

paketlenme diizeyinin segimi ile yakindan iligkilidir (49, 41).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL:

1990-2002 yillar1 arasinda Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali’'na ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglii ve Hastaliklar:
Anabilim Dali Genetik laboratuvarina bagvuran Prader-Willi ve Angelman sendromu 6n taml
ve obezite ve mental retardasyona sahip 16 olgu, yine bu tarihler arast Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dalina bagvuran lizensefali, migrasyon anomalisi, pakigri. ve
Miller-Dieker sendrom 6n tanih 16 olgu arsivden yapilan taramalar sonucu bulundu. Toplam
25 hastadaya ulagilabildi (PWS / AS 6n tamhi 12 hasta, MDS tanili 13 hasta) ve bu

hastalardan alinan periferik kan 6rnegi ile ¢aligma materyali olusturuldu.

2.2, METOD:
2.2.1. Periferik Kan Kiiltiirii

2.2.1.1. Kullamilan Soliisyonlar :
a-Besiyerinin Hazirlanigi:

Steril 100 m!’lik ambalajlarda saglanan RPMI 1640 besi ortamina steril fetal dana serum,
fitohemaglutinin, streptomisin-penisilin ve L-Glutamin agagidaki oranlarda ilave edildi.
Hazirlanan bu kangimdan steril olarak 5’er ml besi ortamu steril kapakli kiiltiir tiiplerine
dagitildi. 4°C’ lik buzdolabinda sakland:. Her olgu igin 2’ser tiip kullamldi
RPMI 1640 100ml
FCS (Fotal dana serum) 20ml
PHA (Fitohemaglutinin) Sml
Penisilin-Streptomisin Imt
L-Glutamin Iml

Hazirlanan bu kangimdan steril olarak 5’er ml besi ortamu steril kapakli doku kiiltiirii
tilplerine dagitildi. Her olgu i¢in 2’ser tip kullanild:.
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b- Antibiyotigin Hazirlams1

Kiiltir ortamna iglemler sirasinda herhangi bir bulagmayr onlemek amaciyla besi
ortamina penicilin- streptomycin konuldu. 4°C ‘da saklanan 1.000.000 IU’luk penicilin-
streptomycin  20ml steril bidistile suda ¢oziildii. Bu stoktan 0,1 ml alinarak 25ml steril
bidistile su ilave edilerek hazirlandi.
c- Hipotonik Soliisyonu (0,075M KCI )

2,5 gr KCI 500ml distile suda ¢dziilerek hazirlandi.

d- Fiksatif Seliisyonu

Fiksatif soliisyonu igindeki alkoliin uguculufu nedeniyle her zaman taze olarak 3:1

oraninda metil alkol ve glisial asetik asit karistirilarak hazirlandi.
e-Tampon Soliisyonu ( Sorenson buffer)

0,1 gr NaHPO4.2H,0 ve 0,1 gr KH; PO4 250ml distile suda ¢oziindiriilerek PH=7

olan tampon soliisyonu hazirland;.
f-Tripsin Soliisyonu:
0,1 gr tripsin 10ml bisdistile su ile sulandirildi. Sulandirilan tripsinden 5ml ¢ekildi.
Uzerine 95ml izotonik konularak hazirlandi ve PH=7"ye ayarlandi. Kullanilmak iizere -20
C®a kaldinldi. 37°C su banyosunda isitilarak kullamidi.

g- 2xSSC Soliisyonu

1,7530 gr sodyum kloriir 100ml distile suda ¢oziildi. 0,8823gr tri-sodyum sitrat 100ml
distile suda ¢oziildii. Iki soliisyon birbiri ile karigtirilarak hazirlands.
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h- Boya Soliisyonu

16 ml Leishman boyas: (100m! Metil Alkol+ 0,1 gr Leishman Boyast), 4ml Giemsa
boyas: filtre kagidindan siizillerek kanigtirildi. Karigtirilarak hazirlanan bu boya soliisyonu

salelelere konuldu ve iizerine tampon soliisyonundan ve distile sudan belirli miktarda eklendi.

2.2.1.2. islemler:

A- Hiicre Kiiltiir Asamasi:

a- Heparinli enjektorle olgudan alinan 2ml venoz kan, agzi kapakl: steril besi ortam: bulunan
2 tiipe ayr1 ayr1 8’er damla damlatild: ve hafifce kanigtinildi. Uzerine olgunun adi,soyads, tarih
yazili bant yapistirtlarak ve kapag kapatilarak 37°C “da etiive kondu ve 71 saat bekletildi.

b- Kiiltiiriin 71. saatinde kolsemid 0,1 ml (2 damla ) olarak ilave edildi, hafifce karigtirildi ve
30 dakika 37°C’ de bekletildi. Kolsemid ilavesiyle hiicre bolinmesi metafaz safhasinda

durduruldu.

B- Preparasyon Asamas::

a- Sire bitiminde kiltiir tiipleri 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

b- Stupernatant pastor pipeti ile atildi. Hiicre ¢okeltisi ve iistiinde kalan 0,5 ml’lik siv1 pastor
pipeti ile kanigtirtlarak iizerine 10 ml hipotonik soliisyon (0,075M KCI ) konuldu ve 20 dakika
37 °C etitvde inkiibe edildi. Boylece kiiltiirdeki hiicrelerin sisirilerek kromozomlarin
birbirlerinden iyice ayrilmas: sagland.
¢~ 20 dakikalik inkiibasyondan sonra tiipler 1000 rpm.de 10 dakika santrifiij edildi.

d- Siipernatant atildiktan sonra hiicre gokeltisi iizerinde birakilan 0,5ml hipotonik ile yavagca
calkalanir ve vorteks yardimiyla kangtirilarak pastor pipetiyle yavagca toplam 10ml fiksatif
eklendi. 1000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.

e- Fiksatifle yikama iglemi 2 kez daha tekrarland,

f- Hiicre ¢okeltisinin durumuna gore tizerinde belli bir miktar fiksatif birakarak siipernatant
atild1. Kalan miktar yavag yavag pipetaj yapilarak karigtirildi.

g- Bu sekilde fikse edilen hiicreler bir pipetle alinip 6nce fiksatifien gegirilerk temizlenen
sonra —20° C “da bekletilen lamlara 45° C “lik ac1 ile 10 cm yukaridan 3-4 damla damlatilarak

yayildi. Damlalarin iyice yayilmasi i¢in beklenildi.
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C- Yaslandirma Asamasi

a- Preparatlar GTG ( Giemsa bantlama) igin 60° C’da bir gece ya da 90° C’da 1.5 saat inkiibe
edilerek, FISH uygulamasi iginde oda sicaklifinda 1 gece bekletilerek yaslandmlir.
Mikroskopta mitotik indeks bakimindan kontrol edilen preparatlardan indeksi yuksek olanlar
i¢in FISH yontemi uygulandi.

2.2.2, Tripsin Giemsa Bantlama (GTG-Banding)

a- Yaglandirilmig periferik kan preparatlar1 60 °C 2xSSC soliisyonunda 10 dakika bekletildi.
Siire sonunda preparatlar gesme suyundan ve ardindan distile sudan gegirildi.

b- Kurutulan preparatlar 5-10 saniye arasinda degigen bir siire tripsin soliisyonunda tutuldu.
Her olguya ait bir preperat tripsin soliisyonundan gegirilerek uygun siire saptandi ve bu
siireler dikkate alinarak olguya ait diger preperatlar bantland:.

c- Tripsinden ¢ikarilan preparatlar tampon soliisyonuna daldirilip gtkarilarak yikandi.

d- Boya soliisyonunda 4-5 dakika arasinda degisen siirelerde preparatlar boyand.

e- Boyanan preparatlar ¢esme suyu ve ardindan distile sudan gegirilerek kurutuldu.

f- Uygun metafazlar ikiden fazla kromozom iist iiste gelmemis ve bantlari iyi ayirt edilebilen
kromozomlu ) mikroskopta 100X biiyiitme ile 20 metafazda inceleme yapildi Kromozomlar
sayisal ve yapisal olarak degerlendirildi.. Anomali durumunda bu sayr 50’ye ¢ikanildi
Incelenen metafazlardan 4’niin bilgisayarl karyotip analiz sistemi ile karyotipi yapildi (Sekil
.
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Sekil 7. Metafaz kromozomlarinin eldesi ve karyotipleme (50)

2.3.FISH ANALIZI

2.3.1. Kullamlan Soliisyonlar:
a-Ethanol Serileri

Saf etanolden %70, %85, %100’liik ethanol serileri hazirlandi.
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b- 20x SSC Stok Soliisyonu

800ml distle suda 175,3 gr sodyum kloriir ve 88,2 gr tri-sodyum sitrat ¢oziildi. PH=7,2
‘ye konstre HC1 kullanilarak getirildi. Hacim 1000ml’ye tamamland:.

c- 4xSSC Soliisyonu

20xSSC stok soliisyonu 1=5 oraninda dilue edilerek hazirlandi.

d- 2xSSC Soliisyonu

20xSSC stok soliisyonu 1:10 oraninda dilue edilerek hazirland.
e- 0,4xSSC Soliisyonu

20xSSC stok soliisyonu 1: 50 oraninda dilue edilerek hazirlands.

f- 2xSSC, 0,05% Tween 20 Soliisyonu

10ml 20xSSC ile 90ml distile su karigimina S0ul Tween 20 eklenerek hazirland:.

g- Kromoprop ( Cytocell cat no:LPU 005)

g- 500ul Hibridizasyon Soliisyonu

Formamid, Dekstran Siilfat, SSC

h- 500ul Boya Soliisyonu

Solmayan DAPI
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2.3.2. YONTEM
Yapilan literatiir incelemesi sonucu belirlenen FISH yontemi labaratuarimiz gartlarina
uygun olarak modifiye edilmigtir. Yontem Prader-Willi / Angelman, Miller-Dieker 6n tamli
olgulara ait kan orneklerinden hazirlanan interfaz ve metafaz plaklarinda niikleik asit probu
ile hibridizasyonu ve son evresinde ise gériintileme esasina dayanmaktadir.
Uyguladifimiz FISH protokolii 7 basamaktan olugmaktadir (Tablo 8):
Tablo 8. FISH agamalan

Preparatlarin hazirlanmast

2

Materyalin eldesi ve preparat iizerinde sabitlegtirilmesi

s

Pre-Denaturasyon

$
Prob ve hedef DNA Denatiirasyonu

J
Prob ve hedef DNA Hibridizasyonu

2

Hibridizasyon sonras: yikamalar (= Stringency Yikamalar)

\

Hibrit sinyallerinin goriintillenmsi ve inceleme
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2.3.2.1. Preparatiarin Hazirlanmas::

FISH tekniginde lamlarin kalitesi cok 6nemlidir. Iyi temizlenmemis ve otofloresans
olmayan lamlar zemin boyanmasina yol agabilirBu nedenle otofloresans lamlar once
methanol asetik asit fiksatifiyle temizlendi ve bol distile sudan gegirilerek kullamma hazir

hale getirildi. Lamin orta kismina 2-3 ¢cm olacak sekilde iki ¢izgi ¢ekilerek lam igaretlendi.
1.3.2.2. Materyelin Eldesi ve Preparat Uzerinde Sabitlestirilmesi:

a- Materyal olarak Prader-Willi / Angelman, Miller-Dieker 6n tamili olgulara ait periferik kan

kullanilarak standart periferik kan kiltiirii gergeklestirildi. Periferik kan kiilttir yonteminin

fiksatifle yikama isleminin 3. asamasinda supernatant atildiktan sonra kalan ¢okelti pipetaj

edilerek bir veya iki damla olacak gekilde lamin isaretli olan bolgesine damlatildi ve

hasatanun ismi ve protokolii lam lizerine yazildi. Istk mikroskobunda mitotik indeks ve

metafaz dagilimi bakimindan preperat incelendi ve yeterli sayida metafaz plag: olan

preperatlar FISH analizine alind1.

b- Uygun olan preparatlar oda sicakliinda gece boyunca yaslandiriimaya birakildi.

c- Yaslanan preparatlar, 2 dakika oda 1sisinda 2xSSC soliisyonunda yikandi.

d- %70, %85 ve %100’liik ethanol serisinden 2’ser dakika gegirilerek dehidre edildi ve
havada kurutuldu.

2.3.2.3. Pre-Denaturasyon

a- Pre-denatiirasyon ve sonraki denatiirasyon iglemleri karanlik odada gergeklestirildi.20 ° C
‘de tutulan prob ¢oziilinceye kadar oda sicakliginda bekletildi. Mikropipet yardimiyla pipetaj
yapilarak kangtirilan probdan 10pl alindi ve preparat iizerindeki belirlenen bélgeye
damlatildt.

b- Lamelle kapatilip lamel ¢evresi yapigkanla kapatildi.

¢~ Preparat Hot Plate iizerinde 37 ° C’de 2-3 dakika bekletildi.

2.3.2.4. Prob ve Hedef DNA’nin Denatiirasyonu

Preparatin hot plate iizerinde 72°C’de 5 dakika tutulmas: ile probun ve hedef DNA’nin

denature olmas: saglandi
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2.3.2.5. Prob ve Hedef DNA’nin Hibridizasyonu

Denatiirasyon iglemi biten preparatlar nemli ve karanlik ortama yerlestirilerek 37 °C’de bir

gece bekletildi. Boylece prob ve hedef DNA’nin hibridizasyonu gergeklestirildi.
2.3.2.6. Hibridizasyon Sonras: Yikamalar

Isaretli prob hedef dizi disginda homoloji gosteren bagka dizilerle 6zgiin olmayan
melezlemeler yapilabilir. Béyle melezler dogru eslenmis olanlar gore daha dayaniksizdir; bu
nedenle gesitli yikama islemleri ile ¢oziilebilir. Melezleme sonrasi yikamalar zayif baglanan
probu temizlemek ve sadece dogru esleme olanlan birakmak amaciyla uygulanir. Bu amagla ;

a- Lamel preparat iizerinden gikanilarak 72° C’lik 0,4xSSC soliisyonunda 2 dakika bekletildi.
b-Ppreparatlar 2xSSC, %0,05 Tween20 (PH=7 ) soliisyonunda 30 saniye bekletildi.

2.3.2.7. Prob Sinyallerinin Gériintiilenmesi ve Inceleme

a- Preparat tizerinde % 0,05 Tween-20 soliisyonu kurumadan lam tizerindeki isaretli bolgeye 10
ul DAPI damlatildi.

b- 24x60 mm ‘lik lamelle kapatilan preparatlar nemli ve karanlik bir ortamda 10 dakika inkube
edildi.

c- Her hasta igin en az 25 metafaz ve 25 interfaz analiz edildi. Kromozom ve interfaz niikleuslar
4, 6 diamino — 2- fenolindo!l (DAPI ), flouressein izotiyosiyanat (FITC ) ve tetrametil rhodenine
izotiyosiyanat (TRITC ) uigli1 filitre sistemi olan fluoresan mikroskobu ile incelendi. 3 metafaz

bilgisayarli imec analiz sistemi ile fotografi gekilerek goriintiilendi ( Sekil 8).
2.3.2.8. FISH uygulamalan sirasinda ortaya ¢ikan sorunlar ve ¢oziimleri

FISH uygulamasi sirasinda karsilagilan sorunlar ile bunlara yol agabilecek durumlar ve

alinmas: gereken onlemler Tablo 9°da verilmistir (51).
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) Tablo 9. FISH uygulamalan sirasinda ortaya ¢ikan sorunlar ve coziimleri

Problem Olas) nedenler Coziim

1- Kesitlerin digmesi ~ -Lam kapama iglemlerinde eksik ve- -Lam kapama iglemi yenilenmeli
ya uygunsuz uygulama veya degistirilmeli.
-Kesit lam tizerine alindiktan sonra - Lam iizerine alinan kesitler 37°da
yeterince kurutulmamisg kurutulmali

2- FISH isaretlerinin  -Hedef niikleik asit yok. -Niikleik asit varlii kontrol
yoklugu veya azhii edilmeli
-Prob isaretlenmemis - Probun isaretli olup olmadig1

-Melezleme saglamlii az ve arka-

kontrol edilmeli

- Melezleme saglamlig: arttiriimali

sindan ¢ok fazla yikamalar yapilmig veya daha diigiik 1s1 uygulanmali

-Prob yada niikleik asit denatiire ol- -sDNA hedefleri ve/veya problari
mamug( ¢ift iplikli prob kullamlmig denatiire edilmeli

ise)

-Probun hiicre igine girisi gok zayif - Doku gegirgenliginin ve/veya

veya yetersiz

-Prob konsantrasyonu ¢ok diigitk

prob uzunlugunun kontroli
yapilmali

- Prob konsantrasyonu arttirilmals

3- Kesitte spesifik
olmayan, ¢ok fazla
isaret alinmasi
(istenmeyen zemin
boyanmasi

-Melezleme sonrasi yikama islemi
unutulmus veya gok kisa tutulmug
yada yikama yetersiz kalmig

- Prob konsantrasyonu ¢ok yiiksek
-Kesitler iglem sirasinda kurumusg
-Spesifik olmayan baglanmalar
kurulmusg

-Substrat inkiibasyonu ¢ok uzun
olmusg veya sicaklik yiikselmig

- Substrat inkiibasyonundan sonra
yetersiz yikamalar yapilmig

-Yikama soliisyonundaki NaCI
miktan azaltilmal: veya yikama
sicakligs yiikseltilmeli

- Prob konsantrasyonu diigiirilmeli

-Kesitlerin higbir agamada
kurutulmamasina dikkat etmeli
-Dokuda maskeleme yapilmali
veya asetilasyon arttirilmali

-Renk reaksiyon kontrolii sik
yaptlmali

-Yikama iglemleri dikkatli
yapilmali
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ORNEK, LM UZERINDE FIKSE EDILIR HEDEF DNA, PROTEIN VE RNA' DAN ISARETLI PROB ILE HEDEF DNA BIRARAYA
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PROB DNA’ SI VE HEDEF DNA, IS} ILE PROB VE ORNEGE AIT DNA BIRLICTE
DENATURE EDILIR HigrIDIZE EDILIR
HIBRIDI: E OLMAYAN PROB ORTAMDAN UZAKLASTIRILIR OLUSAN DNA-DNA HIBRIT MOLEKULLER} GURUNTOLENIR

Sekil 8. FISH’ in sematik gosterimi (52)

2.3.3. FISH Degerlendirme:

1- Prader-Willi / Angelman sendromlar igin;

a- Kullandigimiz PWS/ AS probu, telomerleri kontrol probu ile igaretlemekte ve yesil fluoresan
vermektedir. SNRPN gen bolgesi ise SNRPN/IC probu ile isaretlenmekte ve kirmizi fluoresan
vermektedir. '

b- FISH analizinde o olguda eger delesyon yoksa; kontrol probunda 2 yesil sinyal ve SNRPN /
IC probu her iki homolog kromozom {izerinde 2 kirmiz: sinyal olusturur.

¢~ Eger olguda mikrodelesyon varsa ; SNRPN/IC probu, homologlarin sadece birinde sinyal
olustururken kontrol probu her iki homologda da sinyal verir ( Sekil 9).
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4 Mb ortak delesyon bilgesi
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150 kb
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Sekil 9.

2) Miller- Dieker sendromu icin

a- Bir metafazdan sonug elde edilecegi zaman LIS1 ( Miller-Dieker / ILS prob) ve FL1 ( Smith-

Magenis probu ) kontrol problari 17. kromozomun her iki homologunun p kolunda sirasiyla

kirmiz1 ve yesil renkte 2’ ger sinyal verirler.

b- Olguda delesyon yoksa; analiz edilen hiicrelerde 1L.S1 ve FL1 problarimin her ikisi ile her iki

homolog kromozom iizerinde sinyal gézlenir.

c- Miller-Dieker / Isolated Lissensefali sequansi igin bir delesyon 6meginde, LIS1 probu ile

homologlarin sadece bir tanesinde sinyal gézlenirken, FL1 kontrol probu ile homologlarin her

ikisinde de sinyal g6zlenir.

d- Simith- Magenis kromozom bolgesi i¢in bir delesyon o6rneginde ise, FL1 probu ile
homologlarin sadece bir tanesinde sinyal gézlenirken, LS1 kontrol probu ile homologlarin
her ikisinde de sinyal gozlenir ( Sekil 10).
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BULGULAR

Caligmamizda, Prader-Willi / Angelman sendrom On tanili, obezite ve mental retardasyon
gortilen 12 olgu ve Miller-Dieker sendrom 6n tanih ve lizensefalli 13 olgu, toplam 25 olgunun
periferik kanindan hazirlanan preparatlarda FISH ve klasik kromozom analiz yontemleri
uygulandi. PWS/AS ve MDS ¢ lu olgulara ait klinik, sitogenetik ve FISH bulgulan soyledir
(Tablo 10, 11, 12):

Tablo 10. Prader-Willi sendrom 6n tanili 11 olgunun klinik ve laboratuvar bulgularn

PWS Bulgu yiizdesi

Kiz 1 %9
Erkek 10 %91
Akrabalik 1 %9
Neonatal hipotoni 7 %64
Infant dénemde beslenme 6 %55
giicliigii ve biiyiime geriligi
Obezite 11 %100
Hipogonadizm 9 %82
Mental retardasyon 10 ( Hafif-Orta ) %91
Darbifrontal ¢ap badem 6 %55
seklinde palpebral arahk
Kiiciik agiz 6 %55
Kisa boy 5 %45
Kiigiik el ve ayaklar 7 %64
Sitogenetik bulgular 46, XX (1) %9

46, XY (10) %91
FISH bulgular: 46, XX (1) %9

46, XY (10) %091




Tablo 11. Angelman sendrom 6n tanihi 1 olgunun klinik ve laboratuvar bulgulan

AS
Kz +
Erkek -
Akrabalik -
Gelisme geriligi +
Mental retardasyon +(Hafif)
Konusma yoklugu / minimal -
kelime kullanim
Ataksik yiiriiyiis +
Kollarda titrek hareket +
Mutlu tavir +
Giilme krizleri -
Kolay heyecanlanma +
Nobetler -
iki yasina kadar mikrosefali +
Anormal EEG +
Sitogenetik bulgular 46, XX
FISH bulgular 46, XX
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Sekil 11 . Prader-Willi / Angelman Sendrom on tami olgularin fenotipleri

Al: PWS 6n tanil olgunun genel goriiniimii A3: AS 6n tanih olgunun genel goriinimi

W
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A2: Kisa eller A4:1gsi ve kisa eller



Sitogenetik inceleme bulgulari: Toplam 12 PWS / AS 6n tamili olgularadan hazirlanan
American Collage of Medical Genetics tarafindan kural olarak saptanan G banth en az 20
metafaz analiz edildi . Sitogenetik analiz sonucu incelenen metafazlarda sayisal ve yapisal

agidan herhangibir anormalite saptanmadi (Sekil 12).
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Sekil 12. PWS/AS 6n tanili bir olguya ait karyotip
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FISH bulgulari: PWS / AS ‘larinda SNRPN gen bolgesine 6zgu prob kullanilarak yapilan
FISH uygulamalarinda toplam 25 interfaz ¢ekirdegi ve 25 metafaz plag: incelendi. Kontrol
probu ile 15. kromozomun telomerleri, SNRPN/IC probu ile de PWS/AS ‘na 6zgii SNRPN
gen bolgesi isaretlendi. FISH analizinde kontrol problariyla isaretlenen telomer bolgelerinde 2

yesil sinyal, SNRPN/IC probu ile isaretli her iki homologun SNRPN gen bolgesinde 2 kirmizi

sinyal gozlendi ve toplam 12 PWS/AS 6n tanili hastada mikrodelesyon saptanamadi.( $ekil

13)

Sekil 13 : SNRPN/IC ( Cytocell ) probuyla isaretlenmis metafaz plagi. SNRPN gen

bolgesinde mikrodelesyon yok.
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Tablo 12. Miller-Dieker 6n tamili 13 olgunun klinik ve laboratuvar bulgulan

Kz

Erkek

Akrabahk

Mental retardasyon

MR ( lizensefali, pakigri,
migrasyon anomalisi)

Nobetler
Mikrosefali
Bitemporal darhk

Kiiciik ve diga doniik
burun delikleri

Mikrognati

Diisiik arkaya dogru
koseli kulak

| Cekik gozler
Genis alveolar koprii
Siit dislerinin ge¢ cikmasi

Kriptorsitizm

Kardiyak defekt
Sik enfeksiyonlar

Sitogenetik bulgular

FISH bulgular:

Besinci parmakta klinodaktili

MDS

1
8

46, XX (5)
46, XY (8)

46, XX (5)
46, XY (8)

Bulgu yiizdesi

%38
%62
%7.6
%100

%100

%38
%31
%31

%77

%15

%7.6

%54
%7.6
%15
%88 (7/8)
%7.6
%7.6
%62

%38
%62

%38
%62
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A2

Sekil 14. Al ve A2. MDS 6n tanilt olgunun genel ve fasial goriniimu
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Sitogenetik inceleme bulgulari: 13 MDS o6n tanil ve lizensefalili olgularda incelenen 20

metafaz plaginda sayisal ve yapisal agidan anormalite saptanmadi.( Sekil 15)
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Sekil 15: MDS 6n tanili bir olguya ait karyotip
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[SH bulgular:: Toplam 20 interfaz ve 20 metafazin incelendigi MDS on tanili 13 olguda
'gulanan FISH analizinde, LS1 probu ile 17. kromozomun Miller-Dieker/ Isolated lizensefali
n bolgesinde 2 kirmizi sinyal gozlenerek, mikrodelesyon saptanamadi. Ayrica Miller-Dieker
ndromu igin kulanilan mikrodelesyon probu bir baska mikrodelesyon sendromu olan Simith-
agenis sendromuna spesifik bir probla kombine edildiginden , Miller-Dieker sendrom grubu
gularda ( n=13 ) Simith-Magenis sendromuna yol agan mikrodelesyon bolgeleride, FLI

obuyla incelendi ve 17 kromozom iizerinde olusan 2 yesil sinyal; bu olgularda Smith-

agenis sendromuna yol agan mikrodelesyonun yoklugunu gosterdi.(Sekil 16)

ekil 16: LS1 ve FL1 ( Cytocell) probuyla isaretlenmis metafaz plag: ve interfaz gekirdegi.

liller-Dieker ve Simith -Magenis gen bédlgelerinde delesyon yok.



3. TARTISMA
Fluoresan In Situ hibridizasyon (FISH), bir gok teshis laboratuvarlarinda Prader-Willi,

Angelman ve Miller-Dieker gibi mikrodelesyon sendromlarimin teshisi igin birinci ve
yardimci test olarak ortaya konmugtur. Belirtmek gerekirse bu galigmamn amaci, klinik olarak
tammlanmig  Prader-Willi, Angelman ve Miller-Dieker sendrom  hastalarinda
mikrodelesyonlari karakterize etmede SNPRN / IC ve SMS / MDS problarinin kullanidigs
FISH delesyon metodunun, laboratuvarimizda rutin kullanilan sitogenetik bir metod haline
getirmektir.

Birkag calisma Prader-Willi, Angelman sendromlarmin klinik, sitogenetik ve
molekiiler teshisini degerlendirdigi halde bu kapsamli ¢aligmalarin higbirinde FISH
kullamlmamustir (53, 54, 55, 56). Son zamanlarda 3 caliymada FISH metodu molekiiler
yontemlerle kargilagtinlmistir (57, 58, 59). Bu galigmalarin gogunda kesin teshis konulan
klinik olarak iyi karakterize edilmis hastalar molekiiler bakimdan analiz edilmigtir. Ozellikle
metilasyon testi ile yapilan molekiiler analizlerin FISH metodundan daha yeterli olduguna
karar verilmigtir. Ciinkii allta yatan bozuklugu goze almaksizin Prader-Willi, Angelman
sendromlu hastalarin hepsi teshis edilir. Fakat molekiiler testleri negatif ¢ikan bir ¢ok hasta
igin sitogenetik analizler yapilmas: gerekliligi de dikkat gekmektedir (11).Yine bir bagka
galigmada da, bu hastalik gruplarinda YAC 273A2 FISH delesyon metodu, klasik sitogenetik
ve herhangibir DNA analiz metodundan ( D15863 metilasyon testi, RFLP ve STRP) elde
edilen sonuglarla karsilagtinldi. FISH delesyon yonteminin, Prader-Willi, Angelman
sendromlu oldugu distiniilen hastalarin mikrodelesyon analizinde ve teshis igin gerekli
testlerde ilk sirada yer alan en yeterli test oldugu sonucuna varilmustir (11).

Son zamanlarda Miller- Dieker ve Izole Lizensefali Sendromlu hastalarn sitogenetik
bulgularda 17p13.3 delesyonuna ait sitogenetik bulgular rapor edilmistir. Bu delesyonlarin
resiprokal translokasyonlar, pelosentrik inversiyonlar ve de nova ring kromozomlarimn,
disentrik lokasyonlarm bir sonucu oldugu saptanmstir (31). Ayrica sonradan agiklanmig ring
kromozomu 17°ye sahip en az iki hastaninda Miller-Dieker fenotipi gosterdigi gorilmustiir
(60). Bagka bir ¢aligmada 4 normal kontrol grubu ve 3 submikroskobik delesyonlu Miller-
Dieker hastalarinda 17p13.3 kritik bolgenin delesyonunu arastirmak iizere 2 kosmid prob
kullanilarak FISH yapilmustir. Sonugta sadece 17p13.3 delesyonu, 13q;7p translokasyonu ve
1 normal karyotip saptandi ve molekiiler delesyonlarin ve kritik translokasyonlarin analizinde
FISH yonteminin diger molekiiler stratejilere gore wistinligii belirtilmigtir (61). Yine Miller-
Dieker/ Izole lissensefali sendromunda goriilen submikroskobik delesyonlart tammlayabilmek
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icin normal karyotipli hastalara RFLP ve somatik hiicre hibrit analizi uygulandi1 ve degisik
boyutlarda delesyonlar saptanmistir (62). Daha sonraki ¢aligmalarda da kritik bolgenin
molekiiler diseksiyonu igin FISH yoéntemi uygulanmigtir. Hastalarda 17p13.3 desyonlan
saptanirken hasta ebeveyinlerinde 17p;2q translokasyonlar1 ve kromozom 17’nin
inversiyonlan gozlenmigtir (63, 64, 65).

Bu caligmalarin ve bizim FISH delesyon ¢aliymamizin bilgileri agik¢a gosterdi ki,

Prader-Willi, Angelman ve Miller-Dieker sendromlarinin FISH ideal olarak sadece
gugclii bir klinik teshisle uygulanmalidir. FISH ile teshis konan hastalarin hepsi Prader-Willi,
Angelman veya Miller-Dieker kinik teghisiyle génderilmigtir veya en azindan Prader-Willi,
Angelman veya Miller-Dieker oldugu siiphe edilmektedir. Su zamana kadar olan
caligmalarda da major olmayan Prader-Willi, Angelman veya Miller-Dieker sendrom teghisli
hastalarda delesyon bulunamamigti. En kiigiik tammlanmig delesyonlar veya imprint yapan
mutasyonlar bile tipik bir fenotipe sebep olur. Sapmalarin klasik olmayan hastalarda FISH
veya molekiiler methodlar ile bulunmasi beklenemez. Bu, sitogenetik analizin daha sik gerek
duyuldugu alternatif teghislerde ve teshisin daha zor oldugu infant vakalarda gegerli degildir.
Bu agidan dogru teshis o6nemlidir. Uygulanan klinik kriterler FISH teshisi igin uyulmasi
mutlak 6n koguldur. Bu ¢aligmada hastalarimizin ¢ogu daha énceden belirtigimiz majér ve
min6r kriterleri hemen hemen tagimalarina ragmen FISH ve yapilan sitogenetik analizler
sonucunda delesyon saptanmadi. Hastalarin biyiik bir kisminin mikrodelesyon gostermeyen
hasta grubuna girdigine inamlmakla birlikte klinik tamnin yinede yeniden g6zden gegirilmesi
uygun olacaktir.

Bu hastalik gruplarinda yapilan klasik kromozom analizlerinin yamsira FISH
analizlerinin maliyet ve emek artigina yol agsada tamsal agidan kromozom analiz sonuglarim
desteklemesi, dogrulamasi ve giivenirliligini arrtirmasi1 nedeniyle son derece 6nemli bir
yontem olarak degerlendirilir. Ciinkii medikal genetikte kimi zaman sitogenetik olarak tam
konulan baz1 olgulann ikinci ve giivenilir bir yontemle dogrulanmasi gerekmektedir. Bu
caligmada da gorildigi tizere FISH teknigi konfirmasyon amagh giivenilir bir yontem olarak
sitogenetik laboratuvarlarinda kullanilabilecegi sonucuna variimigtir.

SNRP/ IC ve SMS / MDS probu kullandigimiz ¢alismamiz ve dier ¢aligmalar
delesyon taranmasinin FISH metoduyla izl bir gekilde yapildifini géstermektedir. Metodun
hibridizasyon yeterliligi yiiksektir ve sendroma sebep olan kritik bolgelerde lokalize olmakta
ve metafaz ve interfazda biitiinliigii bozmadan uygulanabilmektedir.

FISH metodunun agik dezavantaji ise uniparental dizomi ve bagka molekiiler

mutasyonlar1 ortaya ¢ikaramamastdir. FISH metodu non- delesyonlu uniparental dizomi
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hastalarinda(% 30 PWS, % 3 AS) veya molekiiler gen bozukluklarinda yanhs negatif sonuglar
verdigi i¢in Prader-Willi, Angelman ve Miller-Dieker sendromlu hastalarin teshisinde DNA
testi gerekmektedir Fakat hastalarda allta yatan bozuklugun tamamen ortaya gikarilmasinda
tek bir test yeterli degildir.Biitiin bu testlerin avantajlar1 ve dezavantajlart vardir ve biz bu
testleri 6zel olmaktan ziyade tamamlayici olarak diigiinmekteyiz.

STRP metodu, kiigiik delesyonlar1 saptamasi ve uniparental dizomi- delesyon ayrimini
yapmas1 agisindan avantaj saglar. Dezavantajlar ise, hastanin anne ve babasindan alinan kan
Omneklerinin @ ve elde edilmesi ¢ofu zaman kolay olmayan Omeklerin incelenmesi
gerekliligidir. Ayrica, allellerin kalitim bigmi genelde kesin bir sonuca yol agmadif: i¢in bu
metotta hasta sayisi tammlanmamugtir.

Metilasyon testinin avantajlar1 ise, sadece sik gorilen delesyonlari ve uniparental
dizomiyi degil ayn1 zamanda imprint yapan mutasyonlarida ortaya g¢tkarmasidir. Fakat
yalnizca metilasyon testi, mutasyon tipini ¢ozemez. Higbir DNA testi kromozom ve FISH
analizinin yerini tutamaz. Ciinkii ailde tekrar riskini gosteren parental translokasyon ve
inversiyonlari ortaya ¢ikaramamaktadir. Molekiiler analiz tekrar riskini tahmin edemedigi
i¢cin, molekiiler ve klinik olarak teshis edilen Prader-Willi, Angelman ve Miller-Dieker
sendromlu hastalarinda bile FISH analizi giiglii bir polemik olarak diigiiniiliir.

Ozet olarak, FISH metodu uygulanmasmin alternatif bir yol oldugu diisiiniilmektedir.
Metilasyon testi, Prader-Willi, Angelman ve Miller-Dieker sendromlarinin dogrulanmas: veya
saf dis1 birakilmasinda tercih edilen giiniimiiz metodudur.

Kisaca, Prader-Willi/Angelman ve Miller-Dieker sendromu 6n tamli hastalarda
uyguladigimiz FISH y6ntemi, konvensiyonel sitogenetik yontemlerle DNA analiz yontemleri
arasinda kopri gérevini goren bir molekiiler sitogenetik yontemdir. Bu yontem sitogenetik
laboratuvarlarinda konfirmasyon yontemi olarak yerini almaktadir. Stipheli olgularda kilinik
tantya destek vermek amaciyla kullanilabilir,

FISH yontemi, Prader-Willi / Angelman ve Miller-Dieker sendromu diigiiniillen
hastalarin teshisi igin gerekli testlerden ilk sirada yer alan bir test olarak belirtilmektedir. Bu
caliymada, klinik muayene ile dn tam olarak Prader-Wili/Angelman ve Miller-Dieker
sendromu digtniilen bu hastalarda FISH yontemi ile mikrodelesyon saptanmamasi, klinik
tamida daha segici olunmast gerektigini digiindirdii. Tum hastalarda uygulanan yontem ile
mikrodelesyon aramlan bélgelere ait sinyallerin alinmasi bu yontemin rutin olarak

laboratuvarimizda kullanilabilecegini gosterdi.
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