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OZET

MikroArray/a-CGH (Karsilastirmali Genom Hibridizasyonu) kromozomal
delesyon ve mikro duplikasyonlarin analiz edildigi ileri molekiiler bir tekniktir.
Mevcut arastirma projesine, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Arastirma
Hastanesi Tibbi Genetik klinigine rutin tami i¢in gelen ve/veya sevkedilen ve
kromozom analizi sonucunda translokasyon ve/veya diger yapisal aberasyon
saptanan, farkli yas ve klinik bulgulara sahip 4 kadin ve 4 erkek olmak {izere toplam
8 olguya ait sitogenetik ve a-CGH profilleri sonuglandirilmis ve degerlendirilmistir.
Calismada, olgulara ait heparinize periferik kan karyotip ve kromozom analizi i¢in;
periferik kan-EDTA ise total genomik DNA izolasyonlarinda kullanildi. Metafaz
ornekleri tripsin-GTG, C ve NOR bant teknikleri ve FISH ile degerlendirildi.
EDTA’l1 kan 6rneklerinden PureLink Genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak total
genomik DNA izolasyonlar1 yapildi. Olgu DNA’lar1 60k a-CGH (Agilent Superprint
G3 Human Cytogenomics, Signapore) teknigi kullanilarak referans DNA (Agilent)
ornekleri ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglar yine Agilent Cytogenomics 4.0.2.21
software ile degerlendirildi.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde; transloke karyotipinde olan sekiz
olguda kromozomal translokasyonlarinin tamamen dengeli oldugu ve s6z konusu
olan kromozomlarda submikroskobik diizeyde bir mikrodelesyon ve /veya
duplikasyon olmadigi saptanmistir. Bu olgularin sitogenetikte tanimlanamamis bir
ve/veya birden fazla farkli kromozomlarinda beklenmedik mikrodelesyon ve
duplikasyonlarin oldugu goriilmiistiir.

Siirli sayida vaka olmasma ragmen arastirma sonuglarimiz, a-CGH

tekniginin translokasyon, yapisal kromozom aberasyonu tanimlanmis olgularda yiiz
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giildiiriici, ileri bir tan1 teknigi olmasi yanisira 6zellikle dengeli translokasyonu olan
olgularin tespitinde gii¢ bir durum olusturmaktadir. Bu tiir olgularin kesin ve etkin
tan1 almasinda geleneksel karyotip-kromozom analizi gibi diger amaca ve olgu
spesifik tanmisal degerleri yiiksek olan tekniklerle birlikte karsilastirilmali olarak
kullanilmasimin 6nemli oldugu ortaya konmustur. Yanisira 6zellikle biiyiik yapisal
kromozom aberasyonlu (delesyon, duplikasyon vs) olgularin dogru tani almasinda
gecerli ve giivenilir bir ileri teknik olmas1 yanisira dengeli transloke olgularin kesin
tanis1 i¢in karyotip, kromozom analizinin altin standart bir teknik oldugu agiklikla
sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: C bantlama, Dengeli Translokasyon, FISH, Insan

Kromozomlari, a-CGH
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ABSTRACT

ADVANCED ANALYSIS OF CHROMOSOMAL BREAK POINTS IN
CASES WITH BALANCED TRANSLOCATIONS BY ARRAY-CGH
TECHNIQUE

The microarray/a-CGH (Comparative Genomic Hybridization) tmethod is an
advanced molecular technique that using in the analysing of chromosomal deletions
and micro duplications. In a total of 8 female and 4 male patients with different age
and clinical findings were included in the current research project. Cases who
admitted to Canakkale Onsekiz Mart University Medical Faculty Hospital Medical
Genetics clinic for routine diagnosis and/or referred for translocation and/or other
structural aberration as a result of chromosome analysis were included. Balanced
translocated 8 cases who has diagnosed cytogenetically were analysed by a-CGH
technique.

Heparinised peripheral blood samples were used for karyotype and
chromosomal analysis and peripheral blood-EDTA was used for total genomic DNA
isolation. Metaphase samples were evaluated by trypsin-GTG, C and NOR band and
FISH techniques. Total genomic DNA isolations were performed using PureLink
Genomic DNA isolation kit from EDTA blood samples. DNAs that isolated from
balanced translocated cases were compared with reference DNA (Agilent) samples
using a 60k a-CGH (Agilent Superprint G3 Human Cytogenomics, Signapore)
technique in the current case control project The results were also evaluated using
Agilent Cytogenomics 4.0.2.21 software. The current results showed that all
translocated karyotypes were completely balanced and no microdeletion and/or

duplications were detected.
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Despite the limited number of cases, our results show that a-CGH technique
is a promising, advanced diagnostic technique for translocations, structural
chromosome aberrations, and is particularly difficult to detect in cases with balanced
translocations. It has been shown that it is important to use these techniques in a clear
and effective way to diagnose such cases, as well as traditional karyotype-
chromosome analysis, in comparison with other objective and specific diagnostic
techniques.

In conclusion, it is also clear that karyotype, chromosome analysis is a gold
standard technique and it is necessary to prioritize for definite diagnosis of balanced
translocations. In addition, it can be clearly stated that it is a valid and reliable
technique for the accurate diagnosis of cases with large structural chromosome
aberrations such as microdeletion and/or duplication
Key Words: Karyotype Analysis, Banded Human Chromosome, Balanced

Translocation, Break Points, a-CGH
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1. GIRiS

Kromozomal aberasyonlar; sitogenetik agidan sayisal ve yapisal olarak, hastanin
klinik bulgularina gore ise dengeli veya dengesiz aberasyonlar olarak ayrilmaktadir
(Thompson ve ark., 2001). Yapisal kromozom aberasyonlari; translokasyon,
delesyon, duplikasyon, inversiyon, izokromozom, ring kromozom seklinde meydana
gelebilir.

Kromozom anomalili canli dogumlarin yaklasik %5'inde dengeli kromozomal
yeniden diizenlenmeler (translokasyon, insersiyon ve inversiyon) saptanmaktadir ve
bunlarin énemli bir kismi ailevi olup anormal bir fenotiple iliskili degildir (Gardner
RJM ve ark., 2011).

Kromozom anomalilerinin tanisinda kullanilan Giemsa-Tripsin (GTG) bantlama
teknigi ile elde edilen 450-500 seviyesinde bant almis kromozomlar ile yapilacak
analiz sayisal ve yapisal anomalilerin tanisi icin yeterlidir. Ancak bu yOntem
mikrodelesyon/duplikasyon, diisiikk oranli mozaisizmler ve kompleks anomalilerin
tanist i¢in yeterli olmamaktadir. Yaklagik son 30 yildir bu tiir anomalilerin daha 1yi
tespiti icin FISH yontemi ile analiz yapilmaktadir. Bu teknik, kromozomlarin belli
bolgelerine 6zgiin DNA/Riboniikleik asit (RNA) dizilerinin enzimatik yolla floresan
veren maddelerle isaretlendikten sonra metafaz ve interfaz kromozomlarinin
hibridize edilerek hedef bolgelerin degerlendirilmesi esasina dayanir (Piper ve
ark.,1995; Schuler ve ark., 2003).

Yapisal kromozom anomalileri, kromozom kiriklari, kromozom rekombinasyon,
kromozom degisim gibi anormal kombinasyonlarin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

Sayisal kromozom anomalileri(annéploidi) 1/263 oraninda, yapisal kromozom



anomalileri 1/375 oraninda goriilmekte olup; sayisal kromozom anomalilerinin
yapisal kromozom anomalilerine gore daha sik rastlanmaktadir.

Yeni doganlarda kromozomal anomali insidansinin tiim kromozom
anomalilerinin 1/154 oldugu gorilmektedir. Yapisal kromozom anomalilerine
baktigimizda; dengeli kromozom anomalileri 1/500 oraninda, dengesiz kromozom
anomalileri 1/1600 oraninda, dengeli ve dengesiz tim kromozomal yapisal
anomaliler ise 1/375 oraninda saptanmakta olup dengeli kromozom anomalilerinin,
dengesiz kromozom anomalilerine gore daha sik gerceklestigi anlagilmaktadir.

Konvansiyonel sitogenetik tekniklerle saptanan yeniden diizenlenmeler
raporlanirken goriiniiste dengeli(apperently balanced) olarak raporlanir. Ciinkii
Giemsa(G) boyama ile yaklasik 5 Mb ve lizerindeki buyiikliikliikteki anomaliler
tespit edilebilmektedir. Fenotip olarak normal bir bireyde goriinliste dengeli
translokasyonlar saptandiginda gercek dengeli anormallik olarak kabul edilmektedir.

Kayiplar(monosami), kazanglardan(trizomi) daha fazla oranda sebep olur.
Dengesiz yeniden diizenlenmeler genellikle, konjenital anomali ile beraber veya tek
basma 6grenme giigliikleriyle iliskilidir. Gelisim basamaklarinda rolii olan Dozaj-
Duyarli Genler ve az veya ¢ok miktarda eksprese edilen diger genler fenotipik
anomalilerle sonu¢lanmaktadir.

Dengesiz yeniden diizenlenmelerde, duplikasyon(kazanim) %4, delesyon(kayip)
%?2’lik bir oranda yasamla bagdasir. Geri kalan yaklasik %96’lik vakalarin spontan
gebelik kaybiyla sonlandig: bilgisi literatiirde mevcuttur.

Dengeli otozomal resiprokal translokasyonlar sik goriiliir ve toplumda
tastyiciligt  >%0.1°dir.  Bir gebelik sonucunda dengeli otozmal resiprokal

translokasyon 4 olas1 sonucu vardir. Bu gebelik normal bir karyotip, dengeli



otozomal resiprokal translokasyon(ebeveyninki ile ayni), spontan gebelik kaybi
diisiikle sonuglanabilir, dengesiz translokasyon ya da konjenital anomali, 6grenme
giicliigline sahip yasayan dengesiz translokasyonlu ¢ocugun dogumuna yol agabilir.
Burada genetigin 6nemli rolii, yasayan dengesiz sonucglar1 6ngérmektir. Bu ongorii
amniyosentez, koryonvillz biypsisi gibi prenatal diagnostik testlerin kararlarinin

alimmasinda major faktordiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kromozom
2.1.1. insan Kromozomlarinin Temel Yapisi

Kromozomlar ilk olarak, Hoffmeister tarafindan Tadescantia pallida (Telgraf
Cigegi) bitkisinin polen ana hiicresinde goriilmistiir. Waldeyer ise bu cisimciklere
daha sonra kromozom adin1 vermistir.

Kromozom, genomik DNA’nin tiire 6zgii sayr ve morfolojide paketlenme
sekline denir ve dkaryotik hiicrelere 6zgiidiir.

Kromzomlar genellikle uzun, agst bi¢imde paketlenmis, DNA kisimlarindan
meydana gelmistir ve genetik materyali tastyan ayri seliiler yapidir. Insan
kromozomlar1 niikleuslarinin i¢inde kanalize olmustur ve sayilar1 degisebilir. Diploid
(2n) ya da haploid (n) sekillerinde bulunabilirler.

2.1.2. Kromozomlarin Morfolojik Yapisi

Canlilarin  sahip oldugu farkliligin nedenini 6grenmede kromozom
morfolojisinden yararlanilir. Mitoz bdliinmenin  metafaz  evresi kromozom
morfolojisinin incelenmesinde en iyi sathadir. Insan kromozomlar1 lineer yapidadir.
Kromozomlar, yalnizca mayoz II boliinmesini tamamlamis olgun gametlerde
“‘kromatid’’ olarak adlandirilan tek bir DNA molekiilinden olusur. DNA
replikasyonundan sonra birbiriyle ayni genetik yapir gosteren ‘‘kardes kromatid’
seklinde adlandirilan iki kromatidten meydana gelir. Kardes kromotidleri
“‘sentromer’’ yardimiyla birbiriyle tutunmus a-satellit DNA dizileri igeren bu yap1
“‘kromozom’’ olarak adlandirilir(Sekil 1). Her kromotidi olusturan ¢ift zincirli DNA
molekiiliiniin u¢ bolgeleri ise ‘‘telomer’’ adi verilen tekrarlayan DNA dizileri ile

birlesmistir.



Telomer
Kisa kol (p)

Sentromer
kromotid —

Uzun kol (g)

Kardes kromtidler

Sekil 1: Kromozom Yapisi

2.1.2.1. Sentromer

Sentromer, kromozomlarin temel yapilarindan biri ve en Onemli
bolgelerindendir. Bu bolegelere, kinetokor, kinomer, primer bogum ya da ig
ipliklerinin baglanma bdlgesi seklide adlar da verilir. Sentromerin iki yaninda
bulunan kisimlar kromozomun p ve q kollaridir.

Sentromer, mitoz ve mayoz boliinme esnasinda kromozomlarin kutuplara
gbclinii, kromatid/kromozomlarin bdliinen hiicrelere dogru olarak aktarilmasini ve
genetik materyalin yavru hiicrelere esit dagilmasini saglar. Normal insan
kromozomlar1 tek sentromer igerir; ancak kromozom birlesmeleri, yeniden
olusumuna yol agabilir. Boylece iki sentromer igeren disentrik kromozomu olusturur.
Polisentrik kromozomlar da ise ikiden fazla sentromer vardir. Asentrik kromozomda
sentromer yoktur ve kromozomlar arasi translokasyondan sonra kromozom hiicrede
bir parca seklinde kalmistir. Izokromozom ise p ve q kollar1 birbirinin ayn1 olmasi

yani sira bu kromozomlar birbirinin homologu olup birbirlerinin genetik bakimdan



aynisidir. Bir hiicredeki kromozomlarin, kardes kromatidler eslestikten sonra belli bir
diizende (boy, sentromerin yeri, bantlanma) siniflandirilarak siralanmasina karyotip
adi verilir.

Kromozomlar sentromerlerinin konumuna gore 4 sinifa ayrilir(Sekil 2);

A. Metasentrik: Sentromeri ortada olan kromozomlardir.

B. Submetasentrik: Sentromeri bir uca daha yakin olan kromozomlardir.

C. Akrosentrik: Sentromeri bir ugta olan kromozomlardir. Kisa kol oldukc¢a kisadir.

D. Telosentrik: Tek kolu olan kromozomlardir. Insan kromozomlarinda bulunmaz.

Telosentrik

Sekil 2: Sentromerin konumuna gore kromozomlarin siiflandirilmasi

2.1.2.2. Telomer

Kromozomlarin bir diger temel yapisi, DNA molekiiliiniin u¢ kisimlarin
olusturan telomerdir. Genellikle kromozomlarin son u¢ kisimlarinda yer alir ve
kromozomun diger kisimlarina gore en az boyanir 6zellikteki kismidir. Bu yapidan
sonra satellitler bulunmaktadir. Satellitler telomerin aksine daha iyi boyanir. Kirilan
kromozom wuglar1 diger kromozomlar ile birlesme 0Ozelligine sahipken dogal
kromozom uglarinin stabil yapida olmasi telomerlerin 6zel bir yapiya sahip olmasini
saglar. Lineer yapida normal memeli kromozomlar1 arka arkaya tekrarlayan

hekzamer dizisi (AGGG)n ile sonlanir ve bu yapiya telomer adi verilir. Telomerler,



DNA uglarmi flizyon, rekombinasyon ve bozulmadan koruma, kromozom ug
kisimlarinin tam replike olabilmesini kolaylastirma ve kromozomlarin cekirdek

zarma tutunmasini saglama gibi gorevleri vardir.

2.1.3. Kromozomlarin Molekiiler Yapisi
Insan viicudunda yaklasik olarak 60 trilyon hiicre bulunur ve insan genomu
yaklagik olarak 3,2 x 10° baz ¢iftinden olusur. Her hiicre yaklagik 10 pum ¢apindaki
kiigiik ¢ekirdegi icinde 6 x 10° be ya da 2 m’ye yakin genomik DNA igerigine
sahiptir. Bu genomik DNA tiire 6zgii kromozom sayisina boliinmiis haldedir ve
organize bir yapilanmaya sahiptir. Bu organize yap1 karsimiza kromatin olarak ¢ikar.
Kromozomlarda DNA paketlenme organizasyonunda gorev alan yap1 ve
bolgeler;
e Histon Proteinler
e Nonbhiston Proteinler
e Histon Oktomeri
e Niikleozom

e Okromatin ve Heterokromatin Bolgeler

2.2. Kromozom Aberasyonlari

Genetik bilgiyi tasiyan kromozomlar insan somatik hiicrelerinde 46 adettir. 46
kromozomun 22 c¢iftini otozomal kromozomlar, bir ciftini ise kadinlarda XX ve
erkeklerde XY olmak {iizere seks kromozomlar1 olusturur. Somatik hiicreler (46
kromozom) 2n ile simgelenir ve diploid yapidadir. Gamet hiicreleri ise n ile

simgelenir, haploid yapidadir ve 23 kromozoma sahiptir. Kromozom anomalisi,



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

Kromozom anomalileri sayisal veya yapisal olabilecegi gibi otozom, gonozom
hiicreleri veya her ikisini de igerebilir. Kromozom anomalileri yaklasik 154 canhi
dogumda bir goriilmektedir. Kromozomal anomalileri, klinik etkisi, kalitim sekli,
tim hiicrelerde bulunup bulunmamasina ya da morfolojik farklarina gore

smiflandiriimaktadir.

2.2.1. Kromozomal Aberasyonlarin Siniflandiriimasi

2.2.1.1. Klinik Etkisine Gore Siniflandirma

2.2.1.1.1. Dengeli Kromozom Aberasyonlari

Dengeli kromozom aberasyonlarinin yeni doganda goriilme siklig1 yaklasik 500
dogumda 1°dir. Yapisal genlerde doz degisimine(artma-azalma) yol agmayan
anomalilerde fenotipik bir etki beklenmemektedir ve bu sekildeki aberasyonlar
“dengeli kromozom anomalisi” olarak adlandirilir. Fakat bazi dengeli kromozom
aberasyonlar1 mikroskobik olarak dengeli goriinebilirken molekiiler olarak dengesiz

olabilr. Bu durum “’goériiniirde dengeli’’ ifadesini ortaya ¢ikarmistir.



Dengeli yapisal aberasyonlar, tasiyicilarda fenotipik etki gostermese de yiliksek
olasilikla dengesiz gamet olusma riski artmaktadir. Yeniden diizenlenmenin
ozelligine gore risk %1 ile %100 arasinda olabilir. Dengeli yeniden diizenlenmeler
meydana geldiginde kromozom kiriklari, aktif bir gen yapisini veya fonksiyonunu

etkileyebilir ve sonucunda fenotipik bir etkiye yol acabilir.

2.2.1.1.2. Dengesiz Kromozom Aberasyonlari

Genomda herhangi bir gen dozaji1 artis1 ya da azalmasi fenotipin etkilenmesine
neden olur. Etkilenen genlere bagli olarak ortaya ¢ikan bulgular da farklilik gosterir.
Dengesiz kromozom aberasyonlarinin goriilme sikligi popiilasyonlar arasi farklilik

gosterir.

2.2.1.2. Sitogenetik Simiflandirma

2.2.1.2.1. Sayisal Kromozom Aberasyonlari

Kromozom sayisinda tiim artis veya azalma seklindeki aberasyonlar “sayisal
kromozom anomalisi” olarak tanimlanir. Bu grup ya genom mutasyonlari ya da
kromozom mutasyonlari ile olusur. Sayisal anomaliler, poliploidi ve andploidi olmak

izere iki grupta degerlendirilir (Gersen S, Keagle MB, 2013).

A. Poliploidi
Poliploidi, kromozom haploid set sayisinin (n=23) katlar1 halinde artis1 ile ortaya
cikan (triploidi=3n, tetraploidi=4n) sayisal kromozom aberasyonlarina "poliploidi"

denir. Poliploidiler, daha ¢ok spontan abortus materyallerinde goriiliirler. (Milunsky



A. ve Milunsky JM, 2010). Poliploidi fetal etki gosterir ancak nadir de olsa hem

triploidi hem de tetraploidi canli dogumlarda gézlenebilir.

B. Anoploidi

Anoploidi, diploid (2n) bir hiicrede tek bir kromozom artis1 (2n+1=trizomi) ya
da eksilmesi (2n—I1=monozomi) ile olusur (Gersen SL ve Keagle MB, 2013).
Anoploidiler kromozom aberasyonlarinin en biliyiikk kismin1 kapsamaktadir. Bir
kromozomun fazlalig1 ‘‘trizomi’’, bir kromozomun kayb1 ise ‘‘monozomi’’ olarak
tanimlanir. Andploidi nedenleri iki farkli sekildedir. Otozom ya da seks
kromozomlarinin trizomileri goriilebilir. Otozomal trizomiler trizomi 21 harig
yasamla bagdasmaz. Trizomi 21 insanda ilk tanimlanan ve 1/700’liik insidansla
yenidoganlarda en sik goriilen andploididir. Bunu 1/426'lik insidansla cinsiyet
kromozom andploidileri (47,XXY, 47,XYY ve 47,XXX) izler. Yenidoganlarda ¢ok
nadir de olsa goriilebilen trizomi 18 ve trizomi 13 daha ¢ok spontan abortus
caligmalarinda saptanir. Yasamla bagdasan tek monozomi 6rnegi, Turner Sendromu’
na yol acan X kromozom monozomisidir (45,X). 45,X'li hiicre dizileri 46,XX ya da
46,XY zigotlarinin postzigotik bolinmelerde bir X ya da Y kromozomunu
kaybetmesi ile olusmaktadir. Bu nedenle 45,X'li olgularin mozaik oldugu kabul
edilmektedir. Otozomal monozomiler ise letaldir ve abortus materyali ¢alismalarinda
dahi ancak mozaik olarak saptanmaktadir ve canli dogumlarda goriilmezler (Nielsen

J ve Wohlert M, 1991).

10



2.2.1.2.2. Yapisal Kromozom Aberasyonlari

Kromozom sayisinda degisiklik olmaksizin (Robertsonian translokasyon
disinda) kromozomlarin yapisinda meydana gelen artis ve/veya kayip "yapisal
kromozom anomalisi" seklinde tanimlanir ve yenidoganlarda yaklasik olarak
goriilme sikligr 1/450°dir (Vaz N ve Shyama SK, 2005). Yapisal kromozom
anomalileri ailevi olabilecekleri gibi, de novo da olusabilir. Bu yeni olusumlar
iyonize radyasyon, bazi viral enfeksiyonlar ve bazi1 kimyasallar gibi kiriga neden
olan ajanlarla indiiklenebilecekleri gibi kendiliginden de olusabilir (Thompson MV
ve ark, 2001). Genetik materyalde artis ya da kayiba yol acan yapisal kromozom
anomalileri, fenotipin etkilenmesine yol acar. Klinik bulgularin siddeti olaya katilan
kromozom bdlgesinin biiylikliigli ve o bolgedeki fonksiyonel genlerin miktar1 ile
dogrudan iliskilidir. Bu anomaliler de novo olusabildikleri gibi parental
translokasyon ve inversiyonlarin dengesiz {iriinleri olarak da ortaya ¢ikabilmektedir.
Bu anomaliler parsiyel monozomi (delesyon), parsiyel trizomi (duplikasyon)
olabilecekleri gibi her iki anomali birlikte de goriilebilmektedir (Milunsky ve
Milunsky, 2010).. Dengeli ya da dengesiz olabilen bu aberasyonlar mitoz ve mayoz

boliinmelerle stabil olarak yavru hiicrelere aktarilir.

A. Delesyon

Delesyon, bir kromozom pargasinin (segment) kaybidir ve kaybolan bu parca
icin genomda parsiyel monozomi olusur. Klinik bulgularin siddeti, delesyona
ugrayan parganin biiylikliigii ve bu parcadaki genlerin sayis1 ve islevine baghdir.
Ozellikle total genomun %3’iinden fazlasmin kayba ugradigi biiyiik delesyonlar

yasamla bagdagmazlar (Mueller RF ve Young ID, 1995; Thompson MW, 2001).
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Sitogenetik olarak gozlenebilir otozomal delesyonlarin insidanst 1/7000 canli
dogumdur (Miieller ve Young, 1995; Thompson ve ark., 2001). Delesyonlar
kromozomlarin ug¢ boélgelerinde olustuklarinda “terminal”, ara bolgelerde
olustuklarinda “intersisyel” olarak tanimlanir ve basit olarak kromozom kirilmasi ve
asentrik parcanin kaybolmasi ile ya da homolog kromozomlar veya kardes

kromatidler arasinda esit olmayan crossing over sonucu olusabilirler.

B. Duplikasyon

Duplikasyon, genomda belli bir bolgenin artisina verilen genel bir tanimlamadir.
Duplikasyonlar, artis goriilen bolge/segmentin genomda trizomisine yol agar ve bu
bolgedeki genler li¢c doz olarak bulunurlar. Duplikasyonlar da delesyonlarda oldugu
gibi, esit olmayan krosing-over ile ortaya ¢ikabilir (Thompson MW, 2001). Homolog
kromozomlar arasinda gergeklesen bir transpozisyon sonucunda meydana gelir.
Homolog kromozomlarin ilkinde iki kirik, ikincisinde ise tek kirik meydana gelir. ki
kirik arasindaki parga, homolog kromozomdaki tek kirikli bolge arasindaki kalan
bolgeye yerlesir. Bir kromozom pargasindan iki kopya seklinde var olmasina neden
olur ve c¢ogunlukla mayoz boliinmede rastlanir. Somatik hiicrelerde her
kromozomdan iki adet bulunmasi kendiliginden olan bir duplikasyondur.
Duplikasyon, delesyona oranla daha ¢ok goriilmesine ragmen, delesyon kadar zararh

degildir (Gersen ve Keagle, 2005).
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C. inversiyon

Bir kromozomda iki kirik olusup kiriklar arasindaki segmentin/bdlgenin 180°
kirik noktalariyla tekrar birlesmesi sonucunda meydana gelir. Inversiyona ugramis
segment, sentromer barindirtyorsa  “perisentrik  inversiyon”,  sentromer
barindirmiyorsa  “parasentrik inversiyon” seklinde tanimlanir. Inversiyonlar
genellikle tasiyicilarda anormal bir fenotipe neden olmazlar, ancak tasiyicilarin
dengesiz gamet olusturma riski  yliksektir.  Parasentrik  inversiyonlarin
rekombinasyonlarinda asentrik ve disentrik iiriin olustugundan yasayabilen dengesiz
iirlin olasiligmin ¢ok diisiik oldugu bildirilmektedir (Kaiser P, 1984; Daniel ve ark.,

1989; Gardner RJM, Sutherland R, Shaffer LG, 2011).

D. Translokasyon

Translokasyon, kromozomlar aras1 kromozom segmentlerinin degisimidir. Parca
degisimi, homolog olmayan kromozomlarda gerceklesirse ‘resiprokal translokasyon’
olarak isimlendirilir. Kromozomun ara bir segmentinin koparak ayni ya da farkli bir
kromozomun ara bdlgesine eklenmesi ‘insersiyonal translokasyon’ olarak
isimlendirilir. Bagimsiz iki akrosentrik kromozomun sentromer ya da p kollarindan
birlesmesi ise ‘Robertsonyan translokasyon’ olarak isimlendirilen yapisal kromozom

anomalileridir(Miller OJ ve Therman E, 2001; Nussbaum RL ve ark. 2004).

D-1. Robertsonian Translokasyon
Kisa kollarin1 kaybeden iki akrosentrik kromozomun sentromer veya sentromere
yakin bolgelerinden birlesimiyle meydana gelir. Akrosentrik kromozomlarin (13, 14,

15, 21, 22 ) kisa kollarinda, p11 bolgesinde satellit DNA’lar I, II, III, IV, ve B; p12
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bolgesinde 18S ve 28S ribozomal RNA’y1 kodlayan genlerin tekrar dizileri; ve p13
bolgesi B-satellit DNA ve telomerik diziler ile sonlanmaktadir (Page ve ark., 1996;
Bandyopadhyay ve ark., 2001). Dengeli robertsonian tipi translokasyon
tastyicilarinda total kromozom sayisi 45°tir. Populasyonda goriilme sikligi
1/1000°dir. Dengeli robertsonian translokasyon tasiyicilarinin dengesiz gamet verme
olasiliklar1 yiiksektir; trizomik ve monozomik zigotlar ortaya c¢ikar (Shaffer ve

Lupski, 2000).

D-2. Resiprokal Translokasyon

Homolog olmayan iki kromozom arasinda karsilikli parca degisimi “resiprokal
translokasyon” olarak adlandirilir. Genellikle en az iki kromozom arasinda, iki kirik
olusumu ile meydana gelir ve bu durum toplam kromozom sayisini etkilemez.
Resiprokal translokasyonlarda dengesiz gamet olusturma riski %85 gibi yliksek bir

oran oldugundan mental retardasyon 0ykiisii gozlenir (Gardner ve Sutherland, 2004).

D-3. Insersiyonel Translokasyon (Transpozisyon)

Homolog olmayan iki kromozomdan birinci kromozomda iki noktadan, ikinci
kromozomda ise bir noktadan kirilma meydana gelir. Iki kirik arasinda kalan parga
homolog olmayan diger kirik kromozoma giderek eklenir. Bu tip resiprokal
(karsilikll) olmayan translokasyona insersiyonel translokasyon denir. Boyle

mutasyonlar 3 kirik gerektirdigi i¢in nadir goriiliir (Gardner ve Sutherland, 2004).
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D-4. Kompleks Kromozom Anomalileri (CCRs)

Kompleks kromozom anomalileri (complex chromosomal rearrangements:
CCRs), en az iki kromozomda en az ii¢ kirikla olusan yeniden diizenlenmelerdir.
Cogunlukla de novo olusan bu anomaliler nadiren ailevi de olabilmekte, dengeli yada
dengesiz olarak goriilmektedir. Dengesiz de novo CCRs siklikla mental retardeli
bireylerde saptanirken dengeli CCRs kotii obstetrik oykiili ciftlerde saptanmaktadir.
Kirik noktalarinin sayisi artikca etkilenme olasiligi da artmaktadir.

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

Tip 1: Kirik sayis1 = kromozom sayisi

Tip 2: Kirik say1s1 = kromozom sayisindan bir fazla ve bir inversiyon segmenti igerir.
Tip 3: Kirik sayis1 > kromozom sayisi ve bir veya daha fazla insersiyon segmenti
igerir.

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

E. izokromozom/izodisentrik Kromozom

[zokromozom, sentromerin her iki tarafinda da ayni kromozom kolunun
bulundugu ayna simetrisi gosteren kromozomlar. Bu kromozomlar genomda,
kromozomun bir kolu i¢in monozomi, diger kolu i¢in trizomiye yol acarlar. X
kromozomunun uzun kolunun izokromozomu en siklikla goriiliir(Turner sendromu).
Eger izokromozom normal kromozom setine ek olarak bulunuyorsa, bu kromozom
kolu i¢in olgu tetrazomiktir. Olusum mekanizmasinda iki olaymn rol aldigi
diistiniilmektedir. Bunlarda birisi, mayoz II'deki hatali sentromer boliinmesi, digeri
ise kromozomun bir kolunun diger homolog kromozomun yine aym kolu ile

perisentromerik bdlgede translokasyonudur (Schinzel A, 1991).
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Ender goriilen bir aberasyon olan disentrik kromozom, herbiri bir sentromere
sahip iki kromozom kolunun birlesmesiyle olusur. Bu kromozomlar parasentrik
inversiyon tastyicilarinin dengesiz tiriinleri olarak ortaya c¢ikabilecegi gibi iki
homolog kromozom arasinda kardes olmayan kromatidler arasindaki degisimler ile

de olusabilir. Disentrik kromozomlar mitotik olarak stabildir(Thompson MW, 2001).

F. Ring Kromozom

Kromozomun p ve q kolunda meydana gelen kirik uglarinin birlesmesiyle
kromozom halka sekline doniisiir ve bu durum ring kromozomu olarak isimlendirilir.
Ring kromozom, otozomal kromozomda meydana gelirse klinik durum agir olabilir
ancak; seks kromozomlarinda gozlenirse daha hafif bulgular goézlenir ve goriilme

siklig1 en fazla X kromozomundadir.

G. Marker kromozomlar

Konvansiyonel sitogenetik yontemlerle tani alamayan marker kromozomlar,
normal kromozom ¢iftine ek ve ¢ogunlukla mozaik olarak bulunur. Yaklasik olarak;
poplilasyonda goriilme sikligi 2000 kisiden 1 kiside goriiliir (Starke ve ark., 2003).
Mozaik kromozom c¢ogunlukla mozaik formda goézlenir. Marker kromozomlarin
bliyiik olanlar1 bir ya da iki kromozom koluna ait genomik materyal icerebilir ve
tagidigr genlere bagli olarak dengesizlik meydana gelebilir. Marker kromozom

sentromer ve satellitlerden olusabilir.
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2.2.2 Mozaisizm

Ayni zigottan gelisen iki veya daha ¢ok farkli kromozom yapisi gosteren hiicre
dizilerinin bulunmasi1 mozaisizm seklinde adlandirilir. Farkli zigottan kdken alan
hiicrelerde goriilmesi de kimerizm olarak adlandirilir. Mozaisizmin en 6nemli nedeni
postzigotik mitotik béliinmeler sirasinda non-disjunktion gelismesidir. Ornegin;
trizomi 21°1i bir zigot, mitoz bdliinmler sirasinda fazla kromozomunu kaybederek
46/47,+21 mozaiyi olarak gelisim gosterebilir. Mozaisizmin bireyin fenotipine
etkilerini degerlendirmek, Ozellikle prenatal tanida saptandiginda c¢ok giictiir. Bu
etkiler, kromozom anomalisinin tiiri, nondisjunction olaymin zamani, anomalili
hiicrelerin oranlar1 ve etkilenen dokulara bagl olarak degisir (Turleau C ve ark.,

1986; Pagon RA ve ark., 1979).

2.3. Kromozomal Aberasyonlarda Tam Yontemleri

2.3.1. Sitogenetik Yontemler

2.3.1.1. G Bantlama

Klasik sitogenetik analizlerinde en yaygin olarak kullanilan teknik G
bantlamadir. Kromozomlar 6nce denatiire edilir. DNA’nin histon ve histon olmayan
kilifi uzaklagtirmak i¢in bir ajan veya proteolitik enzim (trypsin, pankreatin)
kullanilir. Ardindan Giemsa ile muamele edilir. DNA’nin Adenin ve Timin
bazlarindan zengin heterokromatin boélgeleri koyu boyanirken Guanin ve Sitozin
bazlarindan zengin 6kromatin bolgeler ise acik boyanir. GTG bantlama ile haploid
genomda metafaz evresinde yaklasik 400- 500 bant goriilebilmekte ve bu da yaklasik
5-10 Mb’lik (bant basina yaklasik 50 gen) kromozomal degisimlerin taninabilmesini

saglamaktadir.
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2.3.1.2. C Bantlama

Kromozomlarin asit ve baryum hidroksit gibi bir alkali ile muamelesi ile
Okromatik bolgelerin yapisinin bozulmasi saglanir ve bunu takiben Giemsa ile
boyanmasi ile kromozomlarin sentromerik bdlgeleri ile basta 1, 9, ve 16 nolu
kromozomlar olmak iizere perisentromerik bdlgeler ve Y’nin q kolunun terminal
bolgesi koyu boyanir. Gen icermeyen ve transkribe olmayan konstitutif
heterokromatini pozitif boyayan bu teknik polimorfizm c¢aligmalari, sentromere yakin
kromozom anomalilerinin ve marker kromozomlarinda O6kromatin varliginin

arastirilamsinda kullanilir.

2.3.1.3. NOR Boyama (Nuclear Organiser Region)

Akrosentrik kromozomlarin satellit bolgelerini boyar. Bu bolgeler nukleolus
organizasyonundan sorumlu (Nucleolar Organizer Region), rRNA kodlayan genlerin
cok sayida kopyasini icerir. Bu bolgeler glimiis nitrat ile koyu boyanir. Kisiden
kisiye farkli boyanma ozellikleri gosterebilen bu bolgelerin boyanmasinda kullanilan
NOR boyama teknigi, polimorfizmlerin gosterilmesi ve marker kromozomlarin

satellit icerip icermediginin anlasilmasinda kullanilir (Thompson MW, 2001).

2.3.2. Molekiiler Sitogenetik Yontemler

2.3.2.1. Fluresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Kromozomlarin belli bolgelerine 6zglin DNA dizilerinin (prob) enzimatik yolla
fluoresan veren maddelerle isaretlenerek DNA ile hibridizasyonu sonrasinda
mikroskopta goriintiilenmesi esasina dayanan bir tekniktir. FISH tekniginin

sitogenetik taniyr belirlemede Onemli bir yeri vardir. (Bruno ve ark., 2006).
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Molekiiler genetikteki ilerlemeler ¢ok sayida 6zgiin DNA dizilerinin klonlanmasina
olanak saglamis ve bu sayede belirli bolgelere oOzgiin tek iplikli DNA
oligontikleotidleri (prob) elde edilmistir. Bu problarin, metafaz kromozomlarinda ya
da interfaz nukleus DNA’sima hibridizasyonu ile spesifik bolgeler goriintiilenebilir.
Klasik yontemler ile rutin analizlerde (550 bantlik) 5Mb’ dan daha kiigiik
kromozomal degisimlerin taninmasi mimkiin olamadigindan o6zellikle bilinen
mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarinin tanisinda en pratik, hizli ve
maliyet agisindan uygun olan yontem bu sendromlara 6zgilin problarin kullanimi ile

gerceklestirilen FISH teknigidir.

2.3.2.2. MikroArray (a-CGH)

Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (Comperative Genomic Hybridization,
CGH), genom boyunca dengesiz kromozom aberasyonlarinin arastirtlmasinda
kullanilir ve normal ve aberasyonlu genomun hibridizasyonu dayanan bir tarama
yontemi olarak son zamanlarin en degerli teknolojisidir. ilk olarak kanserdeki
genomik degisimleri arastirmak amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Bejjani et al
2006). a-CGH teknolojisiyle bir insan genomunu(insanda toplam gen sayisi otuz
bindir) birkag saat i¢inde tek bir deney ile taramak miimkiindiir.

Genetik materyalin net kaybi1 ya da kazanimi seklinde meydana gelen dengesiz
kromozomal anormallik sonucu insanlar iizerinde bircok genetik bozukluk
olusmaktadir. Konvansiyonel sitogenetikte bu tiir anormallikleri bireylerin
kromozomlarindan karyotip elde ederek ve bu karyotiplerdeki bant paternlerini
analiz ederek saptamaktadirlar. Artik arastirmacilar, kromozomal dengesizlikleri tiim

genomda hizl1 bir tarama yapmak amaciyla a-CGH yontemini kullanmaktadirlar.
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a-CGH metodunda, metafaz kromozomlarin1 kullanmak yerine, analizde hedef
olarak kullanilan kiiciik DNA segmentleri ile dizilenmis slide’lar kullanilmaktadir
(Lucito ve ark.,2003). Bu mikroarrayler, cam slide gibi kat1 bir destek iizerine kiiglik
DNA segmentlerinin (prob olarak bilinirler) diizenli bir sekilde yerlestirilmesiyle
tasarlanmaktadir. Problar, ilgili bolgeyi temsil eden oligoniikleotidler (25-85 baz
cifti)den yapay bakteri kromozomu (Bacterial Artificial Chromosomes; BAC) gibi
genomik klonlara kadar degisen boyutlarda mevcuttur.

Son birka¢ yilda a-CGH’in gelisimi ve klinik uygulamalar1 birgok genetik
hastaligin molekiiler temelinin aydinlatilmasin1i ve tami ¢alismalarin1 oldukga
kolaylastirmustir. Ilk olarak kanserdeki genomik dengesizliklerin arastirilmasinda
kullanilmak Ttizere arastirma teknigi olarak gelistirildikten sonra, aCGH rutinde
kullanilan gerekli bir teknik haline gelmis ve bir¢cok laboratuvarda da sitogenetik

metotlarin yerini almaya baglamistir.

a-CGH Islem Basamaklari;

1. Olgu ve referans hiicrelerinin genomik DNA izolasyonu

2. DNA’nin florokromlarla [Cy 3 (yesil) ve Cy5(kirmiz1)] isaretlenmesi

3. Art arda tekrarlanan bolgelerden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri
onlemek i¢in Human Cot-1 DNA ile muamele, BAC, PAC, kosmid, cDNA,
oligonukleotid ve PCR tiirevli problarin (targit) cam matriks {izerine
immobilizasyonu

4. Hibridizasyon

5. Sinyal 6l¢iimii

6. Yorumlama
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Array-CGH islem Siireci

A‘:’"‘ Has Kentrol
PRet DNA

« . Adim 1-3 Hasta DNA sive kontrol DNA s1 Floresanboyalaria
W 4 isaretlenir.
- Adim 4 Hasta ve kontrol DNAlan birbirine baglanur ve

Bl
o ;,.’”; - hibridizasyon gergeklesir.
3 « Sy
y ” Adim § Mikroarray farayicisi floresan sinvalleri dlger.
; y { Admm 6 Bilgisayar programiverileri analizeder ve grafik
,.‘ = olustarur.
.-/l/v
Admd Hibridizasyon
P > S E P
|
‘ 7
4 y 2 Bilgisayar Veri Analizi
‘ Esit Programi (Kromozom 7)
hibridizasyon DNAKaybt DNA At ‘
X SN /

Sekil 3: a-CGH basamaklari ( Nature Education; 2008 )

a-CGH Tekniginin Kullamim Alanlar::
e Kanser arastirmalarinda

e Haritalamada

e Diagnostikte

e Epigenetik modifikasyonlara yonelik ¢aligmalarda

a-CGH Klinik Uygulamadaki Yeri

e Tim Genom CNV Analizi

e Konvansiyonel Metodlarin Karakterizasyonu
e Anodploidiler

e Delesyon ve Duplikasyonlar

e Submikroskopik Degisimler

e Mozaiklikler - %10 dan ¢ok ise
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a-CGH -Hastaliklarla iliskisi
e Spontan diisiikler

e Mental Retardasyonlar

e Multiple Malformasyonlar
e Prenatal Tani

e Kanserler

e Multifaktoryel Kalitilan Hastaliklar

a-CGH Tekniginin Avantajlar

e Tim genomdaki DNA kopya sayisindaki degisikliklerle ortaya ¢ikan
kromozom anomalilerinin giivenilir sekilde tespiti ve siniflandirilabilmesi,

e Birden fazla genomun birbirileri ile karsilastirilabilme imkan1 vermesi,

e DNA 0Orneginin az miktarda bile olsa yeterli olabilmesi,

e Metafaz plagina ihtiya¢ duyulmamasi,

e Tiim genomun tek bir deneyle analiz edilebilmesi

e DNA iizerindeki tek baz degisikliklerinin bile saptanabilmesi,

e Yiiksek kararlilik ve verim,

e Yiiksek hassasiyet,

e Basarili sonu¢ almabilirlik,

e Hiz ve esneklik,

e Dogrulanabilirlik,

e Verifikasyon.
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a-CGH Tekniginin Sinirlandig1 Noktalar

Alaninda uzman kisilere ihtiya¢ duymasi,

Heterojen doku ve hiicre populasyonlari ile ¢alismanin zorlugu,
Standardizasyonun zorlugu,

Dengeli anomaliler tespit edilemez,

CNV taniy1 giiclestirebilir,

Maliyet,

Coziiniirlik.
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3. GEREC YONTEM
3.1. Yontem

Proje, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi tarafindan TYL-2016-889
numarali proje ile desteklenmistir. Ayrica Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 2011-KAEK-27/2016-E.11384 numarali proje
24/02/2016 tarihinde alinan izin ile baslatilmistir.

Projede, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Arastirma Hastanesi Tibbi
Genetik klinigine rutin tani i¢in gelen veya sevkedilen olgular kullanilmigtir.
Kromozom analizi sonucunda yapisal kromozom aberasyonu saptanan 12 olgu
belirlendi. Her olguya ¢alisma hakkinda bilgi verilerek onamlar alindi. Caligmada 12
olguya ait kullanilacak DNA 6rnekleri Tibbi Genetik Laboratuvar: gen bankasindan
bulundu. Belirlenen 12 olgudan 4 tanesi array optimizasyonu sirasinda kullanilmistir.

Calismada ilk olarak, olgularin periferik kanindan PureLink Genomik DNA
izolasyon kiti ile total genomik DNA izolasyonu yapilmis olan DNA’lar ve referans
DNA ( Agilent ) miktar ve safliklar1 nanofotometre cihazinda (Nanodrop implen
P330) olgiilerek gerekli esitlemeleri yapildi. Agilent 60 K ISCA dizayn a-CGH kit
kullanild1. Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis
Version 7.4 protokoliine uygun olarak olgu ve referans DNA’lar isaretlendi ve
genomik DNA’lar birlestirildi. SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K array slaytlarina
yiiklenip hibridizasyon firininda (Agilent Microarray Firin1) 24 saat 67°C’de
hibridizasyon yapildi. CytoSure protokoliince yikanan mikrogipler, Agilent
Mikroarray tarayici (AGT-G4900DA SureScan Microarray Scanner) ile tarandi.
AgilentCytoGenomic3.0.2.11software programi ile mikroarray analizleri yapildi ve

sonuglar degerlendirildi. Olgulara ait analiz gorlintiileri alinip gen listeleri
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kaydedildi. Genomda gozlenen her artis ya da azalma ile ilgili genler OMIM (Online

Mendelian Inheritance in Man) de incelendi.

3.2. Kullanilan Teknikler

3.2.1. Olgularin Sitogenetik Analizi

Kromozom analizi islem basamaklari sirasiyla;

1.

2.

Her olgudan heparinize tiiplere 5 ml periferik kan 6rnekleri alindi.

Kan ornekleri igerisinde 5 ml medyum bulunan steril kapakli falkon
tiipleri igine 5-6 damla kan eklenerek ekimi yapildi. 72 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Tiip lizerindeki etikete olgu numarasi ve tarih not

alindi.

. Uremeleri i¢in 37°C etiivde birakilan kiiltiir tiiplerine harvestten 1,5 saat

once 100 pg/ml kolsemid (Biological Industries) eklenerek, tekrar etiiv’e
yerlestirilmistir.

72 saatlik siire sonunda kiiltiir tiipti 1200 devirde 8 dakika santrifiij edilip
supernatant bir pastor pipeti ile atildi, pellet vortekslenerek {izerine
toplam hacim 10 ml olacak sekilde hipotonik (0,075 M KCL) soliisyonu
eklendi. Tipler tekrar 45-60 dakika aras1 37°C’de etiivde bekletildi.
Tipler siire bitiminde 1200 devirde 8 dakika santrifiije edilip,
supernatant atilir. Tiipler vortekslenerek yavas bir sekilde fiksatif (1/3
glasial asetik asit/methanol) ilave edildi. Bu fiksatif islemi tiip
igerisindeki pellet berraklasincaya kadar tekrarlandi.

Lamlar {izerine olgu numaralar1 yazildi ve tiiplerden her olgunun

pelletinden pastor pipetiyle egik bi¢imde lamlara damlatilarak yayildi.
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7. Lamlar 1 gece oda sicaklifinda, ertesi giin 30 dakika 65°C hotplate
iizerinde yaslandirilmaya birakildi.

8. Preparatlar yaslandirma islemi sonrasi oda i1sisindaki tripsin igerisine
yerlestirilir, 20-30 saniye bekletilir, PBS-distile su karisiminda yikandi
ve %4’lik Giemsa ile 1 dakika muamele edidi. Bir kez daha distile su ile
yikanarak kurutma islemi yapildi.

9. Olusturulan preparatlar, mikroskopta incelenerek en az 20 metefaz 6rnegi

Cytovision programi ile kaydedildi.

3.2.2. DNA Elde Etme Yontemi

Biitiin olgulara ait kaninin izole edildigi DNA izolasyon kiti, Canakkale Onsekiz

Mart Universitesi Arastirma Hastanesi Tibbi Genetik Laboratuvari’nda kayit altina

alindi ve PureLink Genomik DNA izolasyon kiti kullamldi. Izolasyonlar iiretici

firmanin protokoliine goére yapildi.

1.

40 pl Proteinase K, 200 pl kan ve 200 pl PureLink® Genomic Lysis/Binding
Buffer tiiplere eklenerek vortekslendi ve 56°C 1sitict blokta 10 dakika
inkiibasyona birakildi. (Elution buffer 70°C’ 1siya ayarlanan 1siticiya
konuldu.)

Inkiibasyon sonrasinda karisima 200 pl %96-100 izopropil alkol eklendi ve
vortekslendi. Tiip i¢indeki karisim spin kolana aktarildi ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edildi.

Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi. Filtre yeni bir 2 mL’lik collection tiipe

konuldu.
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10.

1.

Filtreye 500 ul Wash Buffer 1 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakikalik santrifiij
islemi yapildi.

Kolonun dibinde toplanan s1vi1 atild1 ve filtre yeni bir 2 mL’lik collection tiipe
konuldu.

Filtreye 500 pul Wash Buffer 2 eklendi ve 10000 rpm’de 1 dakikalik santrifiij
islemi yapildi.

Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi, yeni bir collection tiip alindi.

Toplanan siv1 atild1. Filtre 1,5 mL’lik eppendorf tiipii igine yerlestirildi.

40 pl Elution Buffer konuldu.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi ve 8000 rpm 1 dakikalik santrifiij
islemi yapildi.

Filtre atild1, ependorf tiip icerisindeki elde edilen DNA -20°C’de muhafaza

edildi.

3.2.3. Mikroarray/a-CGH Uygulanmasi

Array Kitinin Icerigi

SurePrint G3 Human CGH Bundle, 8x60K
SureTag Complete DNA Labeling Kit

SureTag DNA Labeling Kit Purification Colums
Oligo aCGH Hybridization Kit

Hybridization gasket slides

Human Cot-1 DNA

Oligo aCGH Wash Buffer 1 and Oligo aCGH Wash Buffer 2
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Diger Gerekli Malzemeler
e 0,2 mL’lik PCR tiipti
e 1,5 mL’lik Eppendorf tiipleri
e Referans DNA-Male ve Female (250 ng/ul) Agilent
o 8x60K Gasget Slide
e Agilent CGH Wash Buffer 1
e Agilent CGH Wash Buffer 2
e TBE Buffer
e Kapak 1sitmali termal cycler
e Nanofotometre (implen P330)
e Vakum konsantaratér cihazi (Christ RVC 2-18 CD Plus Vacuum
Concentrator)
e Agilent hibridizasyon firimni
e AGT-G4900DA SureScan Microarray Scanner
e Analizin Yapilacag: Bilgisayar Programlari

o AgilentCytoGenomic3.0.2.11software
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Cy-3 isaretli Test DNA Cy-3 15aretliReferans DNA
1 i

—_ = — — =

Hibridizasyon
$

Ven Analizi

Sekil 4: a-CGH Islem Basamaklar1 (Siinnet¢i D. KOU Tibbi Genetik YL Programi

2010)

3.2.3.1. Genomik DNA’nin izolasyonu ve Esitlenmesi

Calisma esnasinda islemler arasinda DNA oOrnekleri ve islem basamagina gore
kullanilan bilesenler bozulmamalar1 ve soguk kalmalar1 i¢in buz bloklar iizerinde
calisma saglanmigtir. Olgu ve referans DNA’lar Nanofotometre cihazinda

Olctimlenerek 50 ng olacak sekilde esitlenmesi saglandi.
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3.2.3.2. Msp1 Restriksiyon Enzim Kesimi

Tablo 1: Restriksiyon uygulamasindaki bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar (ul) (bir reaksiyon)
Nukleaz igermeyen Su 1 pl
10x Restriksiyon Enzim Buffer 1.3 ul
BSA 0.1 pl
Alul 0.25 ul
Rsal 0.25 ul
Toplam 2,9 ul

Reaksiyon tiipleri, total hacmi 13 pl olacak sekilde 2,9 pl master mix ve kalan
hacmi kadar da DNA oOrnekleri eklendi. 2 saat 37°C’de ve 20 dakika 65°C’de PCR
yapilarak fragmantasyon islemi gerceklesti. 3 dakika 98°C’de DNA denatiirasyon -
fragmantasyonu i¢in PCR gerceklestirildi. PCR’1n genel isleyis prensibi primerlerle
spesifik bolge ¢ogaltilmasidir ancak a-CGH uygulamasinda bolge ¢ogaltma yapilmaz
ve her yere baglanabilme o6zelligindeki random primerler kullanildi. Reaksiyon
tiiplerine 2,5 ul Random Primer konularak total hacim 13 pl iken 15.5 pl hacimde

oldu. 3 dakikalik PCR yapild1 ve 5 dakika buzda bekletildi.
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3.2.3.3. Fragmente DNA’nin isaretlenmesi

Tablo 2: Olgu ve referans DNA floresan isaretlemeleri icin gerekli bilesenler ve

miktarlari
OLGULARA AIT DNA

Bilesenler Miktar (ul) (bir reaksiyon)
5x Reaksiyon Buffer 5.0 ul
10x ANTP’ler 2.5 ul
Cyanin-5 (Cy-5) Mavi 1.5 ul
Exo(-) Klenow (Enzim) 0.5 ul
Toplam 9,5 ul
REFERANS DNA

Bilesenler Miktar (ul) (bir reaksiyon)
5x Reaksiyon Buffer 5.0 ul
10x ANTP’ler 2.5 ul
Cyanin-3 (Cy-3) Pembe 1.5 ul
Exo(-) Klenow (Enzim) 0.5 pul
Toplam 9,5 ul

Cyanin-3 ve Cyanin-5 i¢in iki ayri reaksiyon mixi hazirlandi ve tiiplere eeklendi.
37°C’de 2 saat ve 65°C’de 10 dakika olmak iizere PCR islemi yapildi. Islem sonunda

PCR irtnleri -20 °C’de saklandi.
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3.2.3.4. Piirifikasyon

Tiipler icerine piirifikasyon kolonlar1 yerlestirilerek her bir reaksiyon tiipiine 430

ul 1x TE Buffer (pH 8.0) konuldu. Kolonlara isaretlenmis DNA’lar konuldu ve

12000 rpm’de 10 dakika, 3200 rpm’de de 1 dakika olmak iizere santrifiij edildi. Her

defasinda tiipiin altindaki siv1 atild1. Kolonda kalan {iriin tlipe aktarildi.

3.2.3.5. Vakum Konsantrator ile Buharlastirma

Her bir olguya ait DNA ve referans DNA bir tiipte bir topland1 ve tiipler 55

°C’de 1 saat vakum konsantratérde toplam hacmi 16 puL olana kadar buharlasmaya

birakildi.

3.2.3.6. Hibridizasyon

Tablo 3: Hibridizasyon i¢in gerekli bilesenler

Bilesenler Miktar (ul) (bir reaksiyon)
Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 2 ul

10x aCGH Blocking Agent 4.5 ul

2x HI-RPM Hibridizasyon Buffer 22.5 ul

Buharlagsma sonrasi1 kalan iirlinlerin iizerine master mix eklendi. 98 “C’de 3

dakika ve 37 “C’de 30 dakika PCR yapildi. Ardindan 1 dakikalik santrifiij islemi

yapildi.
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3.2.3.7. Slaytlara Yiiklenme

Calisma icin bir mikroarray cami kullanildi. Bir cam 8 bélmeden olugsmakta ve
her bolme bir hasta i¢in kullanilmistir. Her bdlmeye 40 ul hacimde oOrnekler
yiiklendi. Degerlendirmeyi olumsuz etkilememesi icin yiikleme sirasinda baloncuk
olusmamasina dikkat edildi. Yayma islemi sonrasi cam mikroarray gasket slide
tizerine yerlestirildi. 24 saat 67°C ve 20 rpm’de hibridizasyon islemi i¢in

hibridizasyon firinina konuldu.

3.2.3.8. Yikama

2. KAP

3. KAP
37°C
Wash Buffer 2
1 dakika

1.KAP

Oda 1s1sinda
Wash Buffer 1
5 dakika

Oda 1s1sinda

Wash Buffer 1

Sekil 5: Yikama islemi i¢in hazirlanan diizenek

Yikama islemi Oncesi yikama malzemeleri su ve asetonitril ile yikandi. Array
slaytlar1 sirasiyla; 1. kap igerisinde gasket slayt ile SurePrint G3 ISCA V2 CGH
8x60K slayti pens yardimi ile birbirlerinden ayirildi. Array slayti 2. kap iginde 5
dakika bekletidi. Etiivde 37°C sicaklikta tuttulan Wash Buffer 2 iceren 3. kap

etlivden alind1 ve i¢ine balik atildi. Slayt i¢ine konarak 1 dakika bekletildi.(Sekil 5)
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3.2.3.9. Tarama

Yikama islemi sonrasinda havayla fazla temas halinde olmaksizin hizli bir
sekilde slayt tutucu (Sekil 6) icerisine yerlestirildi. Slayt tutucu Mikroarray
okuyucuya yerlestirildi (Sekil 7) ve bilgisayar programi iizerinden ornekler agilip

degerlendirildi.

Sekil 6: Slayt Tutucu

Sekil 7: Solda; Mikroarray Okuyucusu (AGT-G4900DA SureScan Microarray
Scanner)

Sagda; Agilent hibridizasyon firin
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4. BULGULAR

Tezimde, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Arastirma Hastanesi Tibbi
Genetik klinigine rutin tan1 i¢in gelen veya sevkedilen kisilerden kromozom analizi
sonucunda yapisal kromozom aberasyonu saptanan 12 olgu kullanilmistir.
Belirlenen 12 olgudan 4 tanesi array optimizasyonu sirasinda kullanilmistir. Yaslar
farkli 4 kadin ve 4 erkek olmak iizere 8 olgu ele alinmistir. Projemize dahil edilen

toplam 8 olgu, farkli sira numaralar1 kullanilarak degerlendirilmistir(Tablo 4-A1).

Tablo 4-Al: Arastirmaya dahil edilen ve kromozomal translokasyonlari olan

olgulara ait baz1 demografik bulgular

Olgu | Karyotip Yasi Kromozom Analizi Endikasyonu
1 46,XX,9qh+,t(15923- 32 | 10 yillik evli, infertilite, adet duzensizligi,
24;17912-21.1) ailede erkeklerde Mental Retardasyon
oykisa

2 46,XX,t(4q;11q) 24 | 2 yillik evli, 2 abortus (5hafta,5hafta)

3 46,XX,t(5p13;14p13) 32 | 17 wyilik evli-saghkh bir erkek cocuk
sahibi, 10 yildir; (6h,6h,8h,8h) 4 abortus,
hipertiroid

4 46,XX,t(1qter;8pter) 24 | Erken dogum, bebekte 1 ve 8 numarali

kromozomda anomali

5 46,XY,t(15924.1;21q11.2) | 3 | Dil 6zel gelisimsel bozukluk, konusma
bozuklugu, gelisme geriligi

6 46,XY,t(4p15.2;15p11.1) 40 | Boy: 166 cm, 12 yillik evlilikte MR bir kiz
cocuk sahibi, 5 yildir sekonder infertilite
7 46,XY,15+ 12 | Konusmaya baslama 5 yas, dismorfik
gorinim, Miyop — hipermetrop, ailesel
Mental Retardasyon 6ykusi

8 46,X,idic(Y)(pter- 30 | Konusmaya baslama 6 yas, infertilite (4
gl2::q12-pter) yillik evli), azospermi, sol testiste
varikosel, ellerde tremor (ailesel)
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4.1. Olgu 1

Tablo 4-A2: Olgu 1’e ait klinik, sitogenetik ve diger demografik bulgular

Olgu | Yas1 | Cinsiyet Klinik Bulgulari Karyotip Analizi

No

1 32 K Infertilite 46,XX,9qh+,t(15q23-24;17q12-21.1)
10 yillik evli

Adet diizensizligi
Ailede erkeklerde

Mental Retardasyon

Sekil 8-A: 46,XX,9gh+,t(15923-24;17q12-21.1) karyotipli olguya ait metafaz 6rnegi

transloke kromozomlar okla gosterilmektedir.
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Olgu 1 degerlendirildiginde; yapilan tripsin-GTG bantlama sonrasinda olgunun
46,XX,9gh+,t(15923-24;17q12-21.1) karyotipte oldugu saptandi(Sekil 8-A). Bu
olgunun, yapilan a-CGH profillemesinde ise 15 ve 17 numarali kromozomlarin
dengeli trasloke oldugu ve bu kromozomlar agisindan mikroarray analizinde
herhangi bir problem saptanmamistir. Bu olguya ait 5 numarali kromozomun p
kolunda, 15.33 bolgesinde, 109.982 kb biyiikliiglinde bir mikroduplikasyon
saptanmis olup bu bdlge OMIM geni icermemektedir(Sekil 8-B). Olgunun X
kromozomuna ait q kolunun 28 bolgesinde ise 0.447 kb biyiikliigiinde bir

mikrodelesyon saptanmistir ve bu bolgede GDI1 geni bulunmaktadir(Sekil 8-C).

Tablo 4-B: Olgu 1’¢ ait a-CGH analizi sonrasi elde edilen kromozom aberasyonlari;
aberasyon tipi, kromozomdaki lokalizasyonu, biiyiikligl, etkilenen tanimlanmis

OMIM genleri ve sentezledikleri protein/proteinler

o :
g .§- g )gn .E p—
S sl i |2 5 |3 |E 2 |3
E 2 7 £ |2 ¥ |8 |2 % |8
£ g S z S © O ~
= =< = |
M E = ==}
-
5 Duplikasyon | p15.33 | 109.982 1.229 - -
X Delesyon q28 0.447 -1.048 GDI1 Rab GDP
dissociation
inhibitor
alpha
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Sekil 8-B: 46,XX,9qh+,t(15923-24;17q12-21.1) karyotipli olgunun 5 numarali

kromozomuna ait a-CGH profili
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Sekil 8-C: 46,XX,9qh+,t(15q23-24;17q12-21.1) karyotipli olgunun X kromozomuna

ait a-CGH profili
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4.2. Olgu 2

Tablo 5-A: Olgu 2’ye ait klinik, sitogenetik ve diger demografik bulgular

2 |, Bz & £ =
2 |£ |2/ £ B cE
S S| % Z S <
2 24 K | 2 yillik evli 46,XX,t(4q;11q)

2 abortus (Shafta,5hafta )

o 08 &8 g as

1

i B8 8% 95 s se @9

@6 B 09 BE 33 8s

14 15 16 7 18

] &8 * < &a 85

19 20 21 22 X Y

Sekil 9-A: 46,XX,t(4q;11q) karyotipli olguya ait metataz 6rnegi transloke

kromozomlar okla gosterilmektedir.



Sekil 9-B: 46,XX.,t(4q;11q) karyotipli olguya ait C bantlama 6rnegi transloke

kromozomlar okla gosterilmektedir.

Olgu 2 degerlendirildiginde; yapilan tripsin-GTG ve C bantlama sonrasinda
olgunun 46,XX,t(4q;11q) karyotipte oldugu saptandi(Sekil 9-A/9B). Bu olgunun,
yapilan a-CGH profillemesinde ise 11 numarali kromozomunda bir duplikasyon
gorlilmiistiir. Bu olguya ait 11 numarali kromozomun p kolunda, 15.5 bdlgesinde, 0,1
kb biiyiikliigiinde bir mikroduplikasyon saptanmig olup bu bolge H19 OMIM geni

icermektedir(Sekil 9-C).
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Tablo

5-B: Olgu 2’ye ait a-CGH analizi sonrast elde edilen kromozom

aberasyonlari; aberasyon tipi, kromozomdaki lokalizasyonu, biyiikliigi, etkilenen

tanimlanmis OMIM genleri ve sentezledikleri protein/proteinler

E §" E = o E
S = > 2 E 5 =
S ol © s = 2 | ¢ Qo 2
E P4 % N = M =
s 8 = = &0 = =
|2 : g |3 g
= S S
11 Duplikasyon | pl5.5 0,1 1.472 HI19 Non-coding
RNA

--—-. -~

s _\._.... ¢

SWmY .,‘n. .,:-ul o

.—bbn 0 N | e (-

Sekil 9-C: 46,XX,t(4q;11q) karyotipli olgunun 11 numarali kromozomuna ait a-
CGH profii
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4.3. Olgu 3

Tablo 6-A: Olgu 3’e ait klinik, sitogenetik ve diger demografik bulgular

sahibi
10 yildir; (6h,6h,8h,8h) 4 abortus ( 3
hidrosefali fetiis, 1 intrauterin)

Hipertiroid

= - £ =% -
z 2 | 2|2 = g 8
= | &|F|E T S '3
b = |E |2 2 -
o O & o<
3 32 | K | 17 yillik evli- saglikli bir erkek ¢ocuk 46,XX,t(5p13;14p13)

1 2 3

N

6 7 8 9 10 " 172

13 11 15 17

16

5 SN | BT B | "

19 20 n n

1®

Sekil 10-A: 46,XX,t(5p13;14p13) karyotipli olguya ait metafaz 6rnegi transloke

kromozomlar okla gosterilmektedir.
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Olgu 3 degerlendirildiginde; yapilan tripsin-GTG bantlama ve karyotipleme
sonrasinda olgunun 46,XX,t(5p13;14p13) karyotipte oldugu saptandi(Sekil 10-A).
Bu olgunun, yapilan a-CGH profillemesinde ise 11 numarali kromozomunda bir
duplikasyon, 5 ve 9 numarali kroozomlar da ise delesyon goriilmiistiir. Bu olguya ait
5 numarali kromozomun p kolunda, 13.1 bolgesinde, 0.1 kb biiyiikliigiinde
mikrodelesyon saptanmis olup bu bélge OMIM geni igcermemektedir(Sekil 10-B). 9
numarali kromozomun p kolunda, 24.3 bolgesinde, 25.065 kb biiyiikligiinde
mikrodelesyon saptanmis olup bu bélge DOCKS8 OMIM geni i¢cermektedir(Sekil 10-
C). 11 numarali kromozomun p kolunda, 15.5 bolgesinde, 0,1 kb biiyiikliigiinde bir

mikroduplikasyon saptanmis olup bu bolge H19 OMIM geni igermektedir(Sekil 10-

D).

Tablo 6-B: Olgu 3’c ait a-CGH analizi sonrasi elde edilen kromozom aberasyonlart;
aberasyon tipi, kromozomdaki lokalizasyonu, biiyiikliigi, etkilenen tanimlanmig OMIM

genleri ve sentezledikleri protein/proteinler

=
= = S 2 =
S S > 200 = = =
S 57 = |§ |2 5/ |E 2|3
E 28 = = = X | o > 5 e
< = 2 = 3 S O |~
M = 3 8 i
5 Delesyon | p13.1 0.1 -1.008 - -
9 Delesyon | p24.3 | 25.065 | -0.785 | DOCKS | Dedicator of
cytokinesis
protein 8
11 Duplikasyon | p15.5 0.1 0.919 H19 Non-coding
RNA
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Sekil 10-B: 46,XX,t(5p13;14p13) karyotipli olgunun 5 numarali kromozomuna ait a-

CGH profili
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Sekil 10-C: 46,XX,t(5p13;14p13) karyotipli olgunun 9 numarali kromozomuna ait a-

CGH profili
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Sekil 10-D: 46,XX,t(5p13;14p13) karyotipli olgunun 11 numarali kromozomuna ait

a-CGH profili
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4.4. Olgu 4

Tablo 7-A: Olgu 4’¢ ait klinik, sitogenetik ve diger demografik bulgular

Bebekte 1-8 numarali

kromozomlarda anomali

Olgu | Yas: | Cinsiyet Klinik Bulgulan Karyotip Analizi
No
4 24 K 33 haftalik erken 46,XX,t(1qter;8pter)
dogum(1100gr)

1 O T I T I

1 ‘\\\ 2 3 B 5

/
TR O R TR Y

6 7 8 0 10 12

b6 -] 1] i8 ia 84

13 " 15 16 17 18

X8 BB Ay 64 u

19 20 21 2 Y |

Sekil 11-A: 46,XX,t(1qter;8pter) karyotipli olguya ait metafaz 6rnegi transloke

kromozomlar okla gosterilmektedir.
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Sekil 11-B: 46,XX.t(1qter;8pter) karyotipli olgunun 8 numarali kromozomuna ait

Subtelomerik FISH yontemi uygulanmis metafaz drnegi

Olgu 4 degerlendirildiginde; yapilan tripsin-GTG bantlama ve Subtelomerik
FISH sonrasinda olgunun 46,XX,t(1qter;8pter) karyotipte oldugu saptandi(Sekil 11-
A/11-B). Bu olgunun, yapilan a-CGH profillemesinde ise 1 ve 5 numaral
kromozomlarinda duplikasyon goriilmiistiir. Bu olguya ait 1 numarali kromozomun q
kolunda, 35.3 bolgesinde, 67.009 kb biiyiikliigiinde mikroduplikasyon saptanmis
olup bu bolge OMIM geni icermemektedir(Sekil 11-C). 5 numarali kromozomun q
kolunda, 35.3 bolgesinde, 144.12 kb biiyiikliigiinde mikroduplikasyon saptanmis

olup bu bolge COL23A1 OMIM geni icermektedir(Sekil 11-D).
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Tablo 7-B: Olgu 4’¢ ait a-CGH analizi sonrasi elde edilen kromozom aberasyonlari;

aberasyon tipi, kromozomdaki lokalizasyonu, biiyiikligl, etkilenen tanimlanmis

OMIM genleri ve sentezledikleri protein/proteinler

Kromozom
No
Mutasyon
tipi
Lokalizasy
onu
Biiyiikliigii
Kb
Log Ratio
OMIM
Genleri
Protein

1 Duplikasyon | q35.3 | 67.009 0.807 - -

5 Duplikasyon | q35.3 144.12 0.76 COL23A1 | Collagen

alpha-1
CylnGenomcs i e
! ”””l | || I || IIIIIma Im"""""llH
{
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- — It — » L G m— Sew, o -y R Sy e e —t A—A
o e T . g b o ] - — e N

Sekil 11-C: 46,XX,t(1qter;8pter) karyotipli olgunun 1 numarali kromozomuna ait a-

CGH profili

47



HTTTL mmm A

e e 1 T R € X ao-—--.pplo u’-

CytaGenomics | s it | et s
I~~ :

i . T A A A 1T, 8 O -—)lb

Sekil 11-D: 46,XX t(1qter;8pter) karyotipli olgunun 5 numarali kromozomuna ait a-

CGH profili

4.5 Olgu 5

Tablo 8-A: Olgu 5’e ait klinik, sitogenetik ve diger demografik bulgular

Olgu | Yas1 | Cinsiyet | Klinik Bulgular Karyotip Analizi
No
5 3 E Dil 6zel gelisimsel 46,XY,t(15q24.1;21q11.2)
bozukluk

Konugsma bozuklugu

Gelisme geriligi
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Sekil 12-A: 46,XY,t(15924.1;21q11.2) karyotipli olguya ait metafaz 6rnegi

transloke kromozomlar okla gosterilmektedir.

Olgu 5 degerlendirildiginde; yapilan tripsin-GTG bantlama, karyotip sonrasinda
olgunun 46,XY,t(15q24.1;21q11.2) karyotipte oldugu saptandi(Sekil 12-A). Bu
olgunun, yapilan a-CGH profillemesinde ise 2-12-15 numarali kromozomlarinda ve
X-Y kromozomunda duplikasyon goriilmiistiir. Ayrica; 6-7-16-18 ve 21 numaral
kromozomlarinda ise delesyon goriilmiistiir. Bu olguya ait 2 numarali kromozomun
q kolunda, 31.2 bélgesinde, 92.7 kb biiyiikliigiinde duplikasyon saptanmis olup bu
bolge OSBPL6 OMIM geni igermektedir(Sekil 12-B). 6 numarali kromozomun q
kolunda, 22.33 bolgesinde, 245 kb biiyiikliigiinde delesyon saptanmis olup bu bolge
LAMA?2 OMIM geni icermektedir(Sekil 12-C). 7 numarali kromozomun q kolunda,
21.13 bolgesinde, 245 kb biiylikliigiinde delesyon saptanmis olup bu bolge OMIM
geni igermemektedir(Sekil 12-D). 12 numarali kromozomun q kolunda, 21.1

bolgesinde, 346 kb biiyiikligiinde duplikasyon saptanmis olup bu bolge TRHDE
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OMIM geni i¢ermektedir(Sekil 12-E). 15 numarali kromozomun q kolunda, 21.1
bolgesinde, 200 kb biiyiikliigiinde duplikasyon saptanmis olup bu bolge FBN1
OMIM geni igermektedir(Sekil 12-F). 18 numarali kromozomun q kolunda, 22.3
bolgesinde, 351 kb biiyiikliigiinde delesyon saptanmis olup bu bolge ZNF407 OMIM
geni igermektedir(Sekil 12-G). 21 numarali kromozomun ¢q kolunda, 21.2
bolgesinde180 kb biiyiikliiglinde delesyon saptanmis olup bu bdlge OMIM geni
igermemektedir(Sekil 12-H). X kromozomun p kolunda, 21.1 bolgesinde180 kb
bliyiikliigiinde duplikasyon saptanmig olup bu bolge DMD OMIM geni

igermektedir(Sekil 12-1).

Tablo 8-B: Olgu 5’¢ ait a-CGH analizi sonrasi elde edilen kromozom aberasyonlart;
aberasyon tipi, kromozomdaki lokalizasyonu, biiyiikligl, etkilenen tanimlanmis

OMIM genleri ve sentezledikleri protein/proteinler

5 2 5
s | £ ST P
N S & = = & =
ES| 7 = 52 | K > 2
=) S < > =V)] o =)
2 | 2 E 2 = z S
= = o
2 Duplikasyon | q31.2 | 92.7 1.19 OSBPL | Oxysterol binding protein
6

6 | Delesyon q22.33 | 245 -1.629 LAMA?2 | Laminin subunit alpha 2

7 | Delesyon q21.13 | 245 -1 - -

12 | Duplikasyon | gq21.1 | 346 1.502 TRHDE | Thyrotropin-releasing
hormone-degrading
ectoenzyme

15 | Duplikasyon | g21.1 | 200 0.936 FBN1 Fibrilin 1

18 | Delesyon q22.3 | 351 -1.105 ZNF407 | Zinc Finger protein 407

21 | Delesyon q21.2 | 180 -0.8 - -

X | Duplikasyon | p21.1 180 2.04 DMD Distofin
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Sekil 12-B:46,XY,t(15q24.1;21q11.2) karyotipli olgunun 2 numarali kromozomuna

ait a-CGH profili
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Sekil 12-C: 46,XY,t(15q24.1;21q11.2) karyotipli olgunun 6 numarali kromozomuna

ait a-CGH profili

T A 1

i’l

Sekil 12-D: 46,XY,t(15924.1;21q11.2) karyotipli olgunun 7 numarali kromozomuna

ait a-CGH profili
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Sekil 12-E: 46,XY,t(15q24.1;21q11.2) karyotipli olgunun 12 numarali kromozomuna ait a-
CGH profili
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Sekil 12-F: 46,XY,t(15q24.1;21q11.2) karyotipli olgunun 15 numarali kromozomuna ait a-

CGH profili
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Sekil 12-G: 46,XY,t(15q24.1;21q11.2) karyotipli olgunun 18 numarali kromozomuna ait a-

CGH profili
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Sekil 12-H: 46,XY,t(15q24.1;21q11.2) karyotipli olgunun 21 numarali kromozomuna

ait a-CGH profili
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Sekil 12-1: 46,XY,t(15q24.1;21q11.2) karyotipli olgunun X kromozomuna ait a-CGH

profili
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4.6 Olgu 6

Tablo 9-A: Olgu 6’ya ait klinik, sitogenetik ve diger demografik bulgular

Olgu

No

Yasi

Cinsiyet

Klinik Bulgulan

Karyotip Analizi

6

40

Boy: 166 cm

12 yillik evlilikte
Mental Retardasyonlu
bir kiz ¢ocuk sahibi

5 yildir sekonder

infertilite

46,XY,t(4p15.2;15p11.1)

1

13

19

2

14

20

3

LI

15

B
6 7 8 2 10 " 12

"

5

18

Sekil 13-A: 46,XY,t(4p15.2;15p11.1) karyotipli olguya ait metafaz 6rnegi transloke

kromozomlar okla gosterilmektedir.
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Sekil 13-B: 46,XY,t(4p15.2;15p11.1) karyotipli olguya ait 15 numarali kromozoma

spesifik FISH yontemi uygulanmis metefaz 6rnegi

Olgu 6 degerlendirildiginde; yapilan tripsin-GTG bantlama ve 15 spesifik FISH
yontemi  sonrasinda olgunun 46,XY,t(4p15.2;15p11.1) karyotipte oldugu
saptandi(Sekil 13A/13-B). Bu olgunun, yapilan a-CGH profillemesinde ise X
kromozomunda duplikasyon goriilmiistiir. Bu olguya ait X kromozomun p kolunda,
22.3 bolgesinde, 0.723 kb biiyiikliiglinde mikroduplikasyon saptanmis olup bu bdlge

SHOX OMIM geni icermektedir(Sekil 13-C).

Tablo 9-B: Olgu 6’ya ait a-CGH analizi sonrasi elde edilen kromozom
aberasyonlari; aberasyon tipi, kromozomdaki lokalizasyonu, biiylkliigii, etkilenen

tanimlanmis OMIM genleri ve sentezledikleri protein/proteinler

8 2 g
§ | T S |& | g
S o S @ 2 5 © <
Ez2|l & = 3 2 | = S 2
£ |3 g |3 |¥ |3 &
= | (@)
X Duplikasyon | P22.33 | 1.723 | 0.626 | SHOX | Short  stature = homeobox
protein
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Sekil 13-C: 46,XY,t(4p15.2;15p11.1) karyotipli olgunun X kromozomuna ait a-CGH

profili

4.7 Olgu 7

Tablo 10-A: Olgu 7’ye ait klinik, sitogenetik ve diger demografik bulgular

Olgu | Yas1 | Cinsiyet Klinik Bulgular Karyotip Analizi
No
7 12 E Konusmaya baslama yas1 5 46,XY,15+

Dismorfik goriiniim
Miyop — hipermetrop
Ailesel Mental

Retardasyon dykiisii
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19 20 Fal 2 Y

x

Sekil 14-A: 46,XY,15+ karyotipli olguya ait metafaz 6rnegi 15 numarali

kromozom okla gosterilmektedir.

Sekil 14-B: 46,XY,15+ karyotipli olguya ait NOR boyama 6rnegi
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Olgu 7 degerlendirildiginde; yapilan tripsin-GTG bantlama ve NOR boyama
sonrasinda olgunun 46,XY,15+ Kkaryotipte oldugu saptandi(Sekil 14-A/14B). Bu
olgunun, yapilan a-CGH profillemesinde ise 14 numarali kromozomunda delesyon
goriilmiistiir. Bu olguya ait 14 numarali kromozomun q kolunda, 32.33 bdlgesinde,
67.802 kb biiyiikliigiinde delesyon saptanmis olup bu boélge OMIM geni

igermemektedir(Sekil 14-C).

Tablo 10-B: Olgu 7’ye ait a-CGH analizi sonrasi elde edilen kromozom
aberasyonlari; aberasyon tipi, kromozomdaki lokalizasyonu, biiyiikligi, etkilenen

tanimlanmis OMIM genleri ve sentezledikleri protein/proteinler

5 2 5
£ c S, 3 o S
R o S < EO_Q ® o c
g2 2 = xx |« s | 3
s 5 2 |z |8 ||z
> = 3 o o
14 Delesyon | g32.33 | 67.802 | -0.992 | - -
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Sekil 14-C: 46,XY,15+ karyotipli olgunun 14 numarali kromozomuna ait a-CGH

profili

58



4.8 Olgu 8

Tablo 11-A: Olgu 8’e ait klinik, sitogenetik ve diger demografik bulgular

Olgu Yasl Cinsiyet | Klinik Bulgulari Karyotip Analizi

No

8 30 E Konusmaya baslama 6 yas 46,X,idic(Y)(pter-q12::q12-pter)
infertilite (4 yillik evli)
Azospermi

Sol testiste varikosel
Ellerde tremor (ailesel)

1 T2 3 4 5
6 7 8 9 10 191 12

| S | N | NN | BN | N

1 14 15 16 1w 18

i 8 & as o

19 20 21 22 X

Sekil 15-A: 46,X,idic(Y)(pter-q12::q12-pter) karyotipli olguya ait metafaz 6rnegi Y

kromozomu okla gosterilmektedir.
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Sekil 15-B: 46,X,idic(Y)(pter-q12::q12-pter) karyotipli olguya ait C bantlama

goriintiisii Y kromozomu okla gosterilmektedir.

Sekil 15-C: 46,X,idic(Y)(pter-q12::q12-pter) karyotipli olguya ait XY FISH
goriintiisii . X-DXZ1-Xp11.1-q11.1 bolgesi yesil sinyali gostermektedir. Y-DYZ3-

Ypll.1-q11.1 bolgesi kirmizi sinyali géstermektedir.
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Sekil 15-D: 46,X,idic(Y)(pter-q12::q12-pter) karyotipli olguya ait SHOX FISH
goruntusu

X--Xp11.32-Xp22,33 bolgesi kirmizi sinyali gostermektedir.

Y-DYZ1 bolgesi yesil sinyali gostermektedir.

X —DXZ bolgesi mavi sinyali gostermektedir.

Olgu 8 degerlendirildiginde; yapilan tripsin-GTG bantlama(Sekil 15-A), C
bant(Sekil 15-B), XY FISH(Sekil 15-C) ve SHOX FISH(Sekil 15-D) yontemi
sonrasinda olgunun 46,X,idic(Y)(pter-q12::q12-pter) karyotipte oldugu saptandi. Bu
olgunun, yapilan a-CGH profillemesinde de Y kromozomunda delesyon
goriilmiistiir. Bu olguya ait Y kromozomun q kolunda, 11.221-11.223 bélgesinde,
9.878.291 kb biiyiikliigiinde delesyon saptanmis olup bu bolgede NLGN4Y, XKRY,
CD24, KDMS5D, EIF1IAY, RPS4Y2, RBMY1A1l, PRY2, PRY, TTTY6, TTTYS,

TTTY4, BPY2, DAZ3, DAZ2 OMIM genlerini icermektedir(Sekil 15-E).
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Tablo 11-B: Olgu 8’e¢ ait a-CGH analizi sonrasi elde edilen kromozom
aberasyonlari; aberasyon tipi, kromozomdaki lokalizasyonu, biiytkliigii, etkilenen

tanimlanmis OMIM genleri ve sentezledikleri protein/proteinler

2 = 5
=] S =
£ = z 5o = 3
S. |3 g 2. | % g
EZ | 3 = < 2 & = 2
e |8 2 = 2 | Z £
M = = = = o
Y Delesyon | ql11.221- 9.878.291 | -2.381 | NLGN4Y Y-linked protein
ql1.223 XKRY Azospermi protein 2
CD24 Azospermi protein 3
KDMS5D Lizin Demetilaz 5D
RPS4Y2 PTPN13 benzeri
RBMY1ALl | prtotein
PRY2
PRY
BPY2
DAZ3
DAZ2
Emﬁemmm ] Vit et ) (et |
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Sekil 15-E: 46,X,idic(Y)(pter-q12::q12-pter) karyotipli olgunun Y kromozomuna ait

a-CGH profili
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5. TARTISMA

Yapisal kromozom anomalileri, kromozom kiriklari, kromozom
rekombinasyon, kromozom degisim gibi anormal kombinasyonlarin sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir. Sayisal kromozom anomalileri(anndploidi) 1/263 oraninda,
yapisal kromozom anomalileri 1/375 oraninda goriilmekte olup; sayisal kromozom
anomalilerinin yapisal kromozom anomalilerine gore daha sik rastlanmaktadir. Yeni
doganlarda kromozomal anomali insidansinin tiim kromozom anomalilerinin 1/54
oldugu goriilmektedir. Yapisal kromozom anomalilerine baktigimizda; dengeli
kromozom anomalileri 1/500 oraninda, dengesiz kromozom anomalileri 1/1600
oraninda, dengeli ve dengesiz tiim kromozomal yapisal anomaliler ise 1/375 oraninda
saptanmakta olup dengeli kromozom anomalilerinin, dengesiz kromozom
anomalilerine gore daha sik gerceklestigi anlasilmaktadir.

Konvansiyonel sitogenetik tekniklerle saptanan yeniden diizenlenmeler
raporlanirken goriiniiste dengeli(apperently balanced) olarak raporlanir. Ciinkii;
Giemsa(G) boyama ile yaklasitk 5 Mb ve lizerindeki biiytikliikliikteki anomaliler
tespit edilebilmektedir. Fenotip olarak normal bir bireyde gorilinliste dengeli
translokasyonlar saptandiginda gergek dengeli anormallik olarak kabul edilmektedir.
Kayiplar(monosami), kazancglardan(trizomi) daha fazla oranda sebep olur. Dengesiz
yeniden diizenlenmeler genellikle, konjenital anomali ile beraber veya tek basina
ogrenme gilicliikleriyle iligkilidir. Gelisim basamaklarinda rolii olan Dozaj-Duyarli
Genler ve az veya ¢ok miktarda eksprese edilen diger genler fenotipik
anomaliliklerle sonu¢lanmaktadir.

Dengesiz yeniden diizenlenmelerde, duplikasyon(kazanim) %4, delesyon(kayip)

%2’lik bir oranda yasamla bagdasir. Geri kalan yaklasik %96’lik vakalarin spontan
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gebelik kaybiyla sonlandigi bilgisi literatiirde mevcuttur. Dengeli otozomal
resiprokal translokasyonlar sik goriiliir ve toplumda tasiyiciligi >%0.1°dir. Bir
gebelik sonucunda dengeli otozmal resiprokal translokasyon 4 olasi sonucu vardir.
Bu  gebelik normal  bir  karyotip, dengeli  otozomal  resiprokal
translokasyon(ebeveyninki ile ayni), spontan gebelik kaybi diisiikle sonuglanabilir,
dengesiz translokasyon ya da konjenital anomali, 6grenme gli¢liigiine sahip yasayan
dengesiz translokasyonlu ¢ocugun dogumuna yol agabilir. Burada genetigin 6nemli
rolii, yasayan dengesiz sonuglar1 ongdrmektir. Bu 6ngorii amniyosentez, koryonvillz
biypsisi gibi prenatal diagnostik testlerin kararlarinin alinmasinda major faktordiir.

Bizim ¢alismamizda 1,2,3,4,5 ve 6 numarali olgularda da oldugu gibi otozomal
resiprokal translokasyonlar klinikte konjeenital anomalili, gelisme geriligi olan,
ogrenme glg¢liigli olan bebeklerin veya tekrarlayan gebelik kayiplart ya da
subfertilite klinigiyle poliklinige bagvuran hastalarin incelenmesi sirasinda aciga
cikmaktadir. Eger bu dengeli translokasyon anne ve babada tanimlanmamissa
denovo, eger ailede daha oOnceden tanimlanmissa ailesel translokasyon olarak
nitelendirilmektedir. Eger bu olgu fenotipik olarak normalse, translokasyon
rastlantisal bir bulgu oldugu diisliniilir. Anormal fenotiple beraber goriiliirse ileri
arastirma ve tetkik yapilmasi gerekmektedir. Anormal fenotipli hastalarda aile
hikayesi alinarak pedigri olusturulur. Malformasonlar ayrintili bir sekilde not edilir.
Bilissel ve motor gelisim diizeyi tespit edilir. Muayene sirasinda dismorfik bulgular
not edilir. Anne ve babaya kromozom analizi, olgunun fotograflanmasi ve
translokasyon bolgesindeki olasi genlerin incelenmesi 6nerilmektedir.

Dengeli yeniden diizenlenmeler oldugu diisiiniilen vakalarda, anne ve baba

normal ise bu bulgunun normal oldugu, eger denovo ise kromozomal
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translokasyonun bir sebep olma ihtimalini arttirmakta ve bu durumda asagidaki
noktalar acisindan dikkat edilmesi gerekmektedir. Translokasyon dengesiz olabilir,
normal homologda resesif allelin ortaya c¢ikmasma sebep olmasi olabilir,
kromozomal kirik sonucu anormal gen fonksiyon kazanimi, imprintik problemlerin
gelismesine neden olabilir. Translokasyon durumlarinda konvansiyonel sitogenetik
analize ilave olarak FISH, CGH analizi dengesiz translokasyon agisindan ve kirik
bolgesindeki literatiirdeki ilgili genlerin arastirilmasi i¢in yapilir.

Olgu 1; 10 yillik evli 32 yasinda kadin olgunun adet diizensizligi ve infertilite
Oykiisii mevcuttur. Yapilan kromozom analizi sonucu 46,XX,9qh+,t(15923-
24;17q12-21.1) seklindedir. a-CGH analizi sonucunda ise 15 ve 17 numarali
kromozomlarda translokasyonla ilgili bolgeler agisindan delesyon ve/veya
duplikasyon saptanmadi. 5 numarali kromozomun p kolunda, 15.33 bdlgesinde,
109.982 kb biiyiikligiinde OMIM geni igermeyen bir mikroduplikasyon
saptandi(Sekil 8-B). X kromozomuna ait q kolunun 28 bolgesinde ise 0.447 kb
biiytlikliigiinde bir mikrodelesyon saptandi(Sekil 8-C) ve bu bolgede GDII geni yer
alir. 15 ve 17 numarali kromozomlarin a-CGH analizinde kromozomal lokuslarda
delesyon ve duplikasyon saptanmamasi translokasyonun dengeli oldugunu
gostermektedir.

Olgu 2; 24 yasinda, 2 yillik evli 5’er haftalik iki kez diisiigii olan habituel
abortus tanist olan kadin olgunun kromozom analizi sonucu 46,XX,t(4q;11q)
seklindedir. Sekil 9-A’da 4 numarali kromozomun q kolu ile 1 numarah
kromozomun q kolu arasindaki translokasyon goriilmektedir. Olgunun ileri analizi

olan a-CGH de ise 11 numarali kromozomun p kolunda 15.5 lokusunda 0.1 kb
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biiytlikliigiinde bir mikroduplikasyon saptandi. H19 geni bu duplikasyon bolgesinde
yer almaktadir

H19 geni, Insulin-like Growth Factor 2(IGF2) genine yakin imprinte olan
bolgede bulunmaktadir. Bu gen sadece anneden kalitilan kromozomdan eksprese
olur. Bu genin {iriinii olan uzun non-coding RNA tiimor supresor fonksiyonuna
sahiptir. = Bu  gendeki  mutasyonlar =~ Beckwith-Wiedemann  Sendromu,
Hemihyperplasia, Isolated, Silver-Russell Syndrome ve Wilms tiimorii ile iliskilidir.
Reprodiiktif sistemleri en ¢ok plesantadan eksprese edilmektedir. HI9 mRNA’si,
insan viicudunda en ¢ok iskelet kasinda ve adrenal bezden eksprese edilmektedir.

Olgu 3; 32 yasinda 17 yillik evli kadin olgu, saglikli bir erkek ¢ocuk sahibi ve
son 10 yildir 6,6,8 ve 8 haftalik olmak iizere 4 abortus dykiisii mevcuttur. Habituel
abortus klinigi ile bagvuran hastanin yapilan karyotip analizi 46,XX,t(5p13;14p13)
seklide saptandi. a-CGH ile yapilan ileri analizde 5pl13.1 bolgesinde 0,1 kb
biiytlikliigiinde gen icermeyen bir delesyon(Sekil 10-B), 9p24.3 bolgesinde 25,065 kb
biiytlikliigiinde DOCKS geni iceren bir delesyon(Sekil 10-C) ve 11p15.5 bolgesinde
de 0,1 kb biiyiikliigiinde bir duplikasyon(Sekil 10-D) saptandi. Kromozom analizi
sonucunda tespit edilen 5 ve 14 numarali kromozomlar arasi1 saptanan translokasyon
a-CGH analizi ile de 5. kromozomda translokasyon bdlgesinde 0,1 kb biiytikliigiinde
delesyon olmas1 translokasyonun dengesiz olabilecegini diisiindlirmektedir.
Translokasyonun, dengeli ya da dengesiz olup olmadigini arastirmak ic¢in 180K a-
CGH ile ileri analizi onerilir. Ayrica; 9. kromozomdaki DOCKS geni, proteinini
kodlar. DOCKS8 geni immiinolojik sistemde bagirsak dendrtik T hiicrelerinin
migrasyonunda gorev almaktadir. Bu genin bozukluklarinda, Hyper IGE Sendromu,

Otozomal Dominant Nonsendromik Mental Retardasyon klinikleriyle iligkilidir.
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11 numarali kromozomdaki H19 geni, Insulin-like Growth Factor 2(IGF2)
genine yakin imprinte olan bolgede bulunmaktadir. Bu gen sadece anneden kalitilan
kromozomdan eksprese olur. Bu genin {iriinii olan uzun non-coding RNA timor
supresor fonksiyonuna sahiptir. Bu gendeki mutasyonlar Beckwith-Wiedemann
Sendromu, Hemihyperplasia, Isolated, Silver-Russell Syndrome ve Wilms tiimorii ile
iligkilidir.

Olgu4; 24 yasinda 33 haftalik erken dogum yapan kadin olgunun kromozom
analizi sonucu 46,XX,t(1qter;8pter) seklinde saptandi. Olgunun a-CGH ileri
analizinde ise 1q35.3 bolgesinde 67.009 kb biiylikliigliinde gen icermeyen bir
duplikasyon(Sekil 11-C) ve 5q35.3 bolgesinde 144.12 kb biiyiikliiglinde COL23A1
genini iceren bir duplikasyon(Sekil 11-D) saptandi. a-CGH analizinde 1.
kromozomda gen icermeyen bolgede duplikasyon olmasi kromozom analizindeki
translokasyonun dengesiz olma ihtimalini diisiindiirmektedir. 5. kromozomdaki
COL23A1 geni, Collogen alpha-1 zincirini kodlamasinda gorev alir. Bu genin
hastaliklar1 arasinda Ichthyosis, Congenital, Autosomal Recessive 11 hastalig
mevcuttur. COL23A1 genindeki duplikasyonun klinik anlam acisindan
degerlendirilmesi i¢in hastanin dermotolojik muayenesinin yapilmasi ve COL23A1
geninin diger tetkiklerle ileri analizinin duplikasyonlarin dogrulanmasi 6nerildi.

Olgu 5; 3 yasinda dil gelisimsel ve konusma bozuklugu, gelisme geriligi olan
erkek olgunun kromozom analizi sonucu 46,XY,t(15q24.1;21q11.2) seklinde
saptandi. Olgunun a-CGH ileri analizinde de 2q31.2 bolgesinde 92.7 kb
blyiikliigiinde OSBPL6 genini igeren bir duplikasyon(Sekil 12-B), 6q22.33
bolgesinde 245 kb biiyiikliigiinde LAMA?2 genini iceren bir delesyon(Sekil 12-C),

7921.13 bolgesinde 245 kb biiyiikliigiinde gen icermeyen bir delesyon(S$ekil 12-D),
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12921.1 Dbolgesinde 346 kb biiyilikliiginde TRHDE genini igeren bir
duplikasyon(Sekil 12-E), 15g21.1 bolgesinde 200 kb biiyiikliigiinde FBN1 genini
iceren bir duplikasyon(Sekil 12-F), 18g22.3 bolgesinde 351 kb biiyiikliiglinde
ZNF407 genini igeren bir delesyon(Sekil 12-G), 21g21.2 bdlgesinde 180 kb
bliyiikliigiinde gen icermeyen bir delesyon(Sekil 12-H) ve Xp21.1 bolgesinde ise 180
kb biiytikliiglinde DMD genini igeren bir duplikasyon(Sekil 12-I) saptandi. Olgunun
kromozom analizinde 15 ve 21.kromozomlar arasi translokasyonun a-CGH ile
yapilan analizi sonucunda yine 15.kromozomda duplikasyon ve 21.kromozomda da
delesyon oldugu saptandi. Olguda bulunan translokasyonun dengeli olup olmadiginin
arastiritlmasi i¢cin 180K a-CGH ile ileri analizi onerildi. 15.kromozomdaki FBN1 geni
Fibrilin-1 proteinini kodlar ve bu genin mutasyonlari, Marfan Sendromu, Stiff Skin
Sendromu, Acromicric Dysplasia gibi hastaliklarla iligkilidir. 18.kromozomdaki
ZNF407 geni, Zinc Finger protein 407 proteinini kodlar ve bu gen Non-Syndromic
Intellectual Disability ile iligkilidir. Olgunun dil gelisim bozuklugu ve gelisme
geriligi ile ZNF407 geni arasinda ileri tetkik ve analizinin yapilmasi onerildi.

Olgu 6, 12 yillik evli ve yasayan bir Mental Retardasyonlu kiz ¢ocuk sahibi ve
son 5 yildir sekonder infertilitesi olan 40 yasinda erkek olgunun kromozom analizi
sonucu 46,XY,t(4p15.2;15p11.1) seklinde saptandi. a-CGH analizinde Xp22.33
bolgesinde 1.723 kb biyiikliiglinde SHOX genini iceren bir duplikasyon
saptandi(Sekil 13-C). SHOX geni Short Stature Homeobox proteini kodlar. Bu genin
mutasyonlari, uzuvlarda gelisme geriligi veya kisalig1 ve boy kisaligina sebep olur.
Olgunun 166 cm boyunda dgrenildi ve Tiirkiye Istatistik Kurumu 01.07.2016 tarihli
21508 sayil1 verilerine gore Tiirkiye’de yasayan erkeklerin boy ortalamasi 173 cm

oldugundan olgu ortalamanin altinda bulundu. SHOX geninde saptanan
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duplikasyonun konfirmasyonu gercek olup olmadiginin tespiti agisindan SHOX
FISH ile ileri analizi onerildi. 4 ve 15. kromozomlarda a-CGH analizinde bir
duplikasyon ya da delesyon gozlenmedi ve translokasyonun dengeli olmus
olabilecegi saptandi.

Olgu 7; dismorfik yiliz goriiniimii, miyop ve hipermetrop, ailesel Mrntal
Retardasyon Oykiisii bulunan, konusmaya baglama yas1 5 olan 12 yasindaki erkek
olgunun kromozom analizi sonucu 46,XY,15p+ seklinde saptandi. a-CGH analizinde
14932.33 bolgesinde 67.802 kb biiyiikliigiinde gen bdlgesi icermeyen bir delesyon
saptandi(Sekil 14-C). Olgunun 60K a-CGH analizi sonucunda gen bolgesi igeren
kayip ya da kazanim saptanmamis olup ileri analiz i¢in 180K a-CGH yapilmasi
onerildi. Olgunun ailesindeki MR bireyden ve anne-babasindan kromozom analizi
yapilmasi 6nerildi. Dismorfik yliz goriiniimii ve Mental retardasyon ile birlikte giden
sendromlar agisindan olgunun molekiiler yontemlerle ileri analizi 6nerildi.

Olgu 8; 4 yillik infertilite, azospermi, sol testiste varikosel, ailesel elde tremoru
olan ve konugmaya 6 yasinda baslamis, 30 yasinda erkek olgunun karyotip analizi
46,X,idic(Y)(pter-q12::q12-pter) seklinde saptandi. a-CGH analizinde ise Yq11.221-
q11.223 bolgesinde 9.878.291 kb biiyiikliigiinde NLGN4Y, XKRY, CD24, KDMS5D,
RPS4Y2, RBMY1Al, PRY2, PRY, BPY2, DAZ3 ve DAZ2 genlerini iceren bir
delesyon saptandi.

Kromozom analizinde saptanmis olan idicY kromozomunun a-CGH ileri analizi
sonucunda Yql1.221-q11.223 lokusunda yaklasitk 9.8 kb biiyiikliiglinde bir
delesyonu saptandi(Sekil 15-E). Olgunun Y kromozomunda delesyona ugrayan bu
bolgedeki bazi genler klinik bulgulariyla iligkilendirildi. XKRY, KDMS5D, RPS4Y?2,

PRY, PRY2, BPY2, DAZ3 ve DAZ2 mutasyonlar1 basta spermatogenik yetmezlik,
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infertilite ve azopermiye sebep olur. Hastaligin klinigiyle ilgili genlerde delesyona
yol actig1 anlasildi. a-CGH ile saptanmis olan kopya sayis1 degisikliklerinin diger

molekiiler yontemlerle ileri analizi 6nerildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Mevcut aragtirma projesine, molekiiler diizeyde daha ileri analiz kapasitesine

sahip a-CGH ydnteminin dengeli translokasyonlu olgularda;

1.

a-CGH yoOnteminin bu olgulardaki tanisal degeri,

2. Translokasyon meydana gelen kromozomlarin kirtlma bolgelerinde

fonksiyonel gen/genlerin etkilenip etkilenmediginin ortaya konmasi
amaclandi. Bu amacla sinirli sayida da olsa farkli yas ve klinik bulgulara
sahip toplam 8 olguya ait sitogenetik ve a-CGH profilleri sonuglandirildi ve

degerlendirildi.

Sonug olarak;

3.

a-CGH yonteminin 6zellikle dengeli translokasyonu olan olgularin kesin
tanilarinda yetersiz oldugu,

Analiz edilen mevcut olgularda kromozom kirilma bolgelerinde etkilenmis ve
literatlirde tanimlanmis genler olmasina karsin, tamaminin klinikte patojenite
etkeni olmayan non-fonksiyonel genler olduklari, sitogenetikte
tanimlanamamis bir ve/veya birden fazla farkli kromozomlarinda
beklenmedik mikrodelesyon ve duplikasyonlar olduklari,
Mutasyon(mikrodelesyon, duplikasyon) saptanan genlerin olgularda var olan
klinik bulgulara katki verip vermediklerinin ortaya konmasi i¢in ¢ok sayida
dengeli translokasyon kromozom sahibi olgularin dahil edildigi ileri diizeyde

ve kapsamli bir aragtirmaya ihtiyag¢ oldugu,
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6. Dengeli transloke olgularin kesin tanilar1 i¢in kromozom, karyotip ve
karyogram analizlerinin yeni gelistirilen tekniklerle kiyaslandiklarinda(a-
CGH, NGS ve diger) kesin tani1 i¢in altin standart oldugu,

7. Bu olgularda kromozom analizi yani sira 6zellikle translokasyona ugramis
kromozomlarda varsa etkilenmis fonksiyonel genlerin dogru analizi i¢in a-
CGH gibi ileri tekniklerle birlikte uygulanmasinin olgularin kesin ve dogru

tan1 almalar1 i¢in daha yararli olacagi onerilmistir.
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6) Ozet ve Summary 250’ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa) l./
7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmahdir. L/
8) Ingilizce 6zetin basinda konu bashgi yazilmalidir. l/
9) Metin ve kaynaklarin timii 1,5 aralikli olmalidir. [;/[
10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” L/
kullanilmahdar.
11) Web sayfa kaynaklari metin iginde de ge¢melidir (parantez
icinde giincelleme tarihi ile birlikte). Kaynaklar boltimiinde de L/
ciimlenin en sonunda Erisim adresi ve Erisim tarihi sirasiyla
verilmelidir.
12) Cahsmanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onayi tezin en /
arkasina konmalidir.
Tarih: 05/07/2018 Tarih: 05/07/2018
Ogrenci _ Danisman
Damla KARAA I Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR
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EK 3:

CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM KONTROL

LISTESI

KONTROL BASLIGI

OGRENCI

DANIS}VIAN

Tez yaziminda kullanilan yazi tipi

MGUN

\wr G

Sayfa kenar bosluklari

MGUN

e

Kapak sayfasi diizeni

W(GUN

&JJ{G/UN

I¢ kapak sayfasi diizeni

aUfGUN

LY GUN

Onay sayfasi diizeni

SGUN

b GUN

Beyan sayfasi icerigi ve diizeni

EﬁV/CvUN

b fGuN

Igindekiler sayfasi diizeni

YGUN

Tesekkiir sayfast

1Y GUN

YGUN
b

Tiirkce Ozet

QA GUN

rGo

Ingilizce ozet

ELU{GUN

i

Simgeler ve kisaltmalar dizini

QY GUN

buvGuN

Sekiller dizini

MGUN

JUYGUN

Tablolar dizini

bWYGUN

AN

Tezin 6n sayfalarinin siralamasi

GV GUN

W GyN

On sayfalarin numaralandiriimasi

LYYGUN

MUN

Sayfalarinin numaralandirilmasi

@rfGUN

MUN

Basliklarimin numaralandiriimasi MGUN MN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi MGUN ﬁyXGﬁN
Yontem ve Gereg MGUN q[[yG{N
Bulgular MGUN @MW
Tartisma MGUN MUN

Sonug ve Oneriler

& GUN

Kaynaklar @J(GUN MJN
Atiflar (alint1 ve gondermeler) MGUN MJN
Ekler (etik kurul onayi, vs) MGUN MIN

Tez plani A GUN bu¥cUpr
Dil (anlatim, yazim —imla) oY GUN MJN
Kagit ve baski zelligi LIV GUN AUyeUN

Tezin son seklinin elektronik kopyasi

MGUN

lwrGun

Tarih: 05/07/2018
Ogrenci
Damla KAR

Tarih: 05/07/2018
Danigman
Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR
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