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Ozet

BAC Tabanli Array CGH Uygulamalarinin
Dismorfik Olgulardaki Tanisal Degeri

Kromozomal aberasyonlar multipl konjenital anomali, dismorfizm, gelisim geriligi/
mental retardasyon ve diger norolojik bozukluklara sebep olmaktadir. Rutin kromozom
analizi, 5 Mb'dan biiyiik olan andploidi ve yapisal diizensizlikleri saptayabilmekte ancak
telomer bolgelerindeki aberasyonlari, mikro-delesyon ve mikro-duplikasyonlar1 tespit
edememektedir. Floresans in situ hibridizasyon (FISH) ise fenotipe bagli olarak belirlenen
lokuslar hakkinda bilgi verebilmektedir. Bu siirlar1 asmak i¢in yeni molekiiler sitogenetik
teknikler gelistirilmistir. BAC tabanli array CGH, kromozom ¢alismalarinin rezoliisyonunu
artirarak kapsamli bir analiz imkan1 tanimaktadir.

Bu calismada, 0-18 yas aras1 77 dismorfik olguda yapilmis BAC tabanli array CGH
sonuglar retrospektif olarak yeniden degerlendirilmis ve bu sonug¢lar kromozom ve FISH
analizi ciktilaniyla karsilagtirllmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda  BAC tabanli array
CGH'in dismorfik olgu tanisindaki onemi teknik agidan tartigilmastir.

Yapilan array CGH deneyleri sonucunda 77 hastanin 18'inde (%?24.4), 19 farkh
aberasyon saptanmistir. Bu 77 hastanin 32'sine kromozom analizi yapilmistir. Kromozom
analizi yapilan 32 hastanin 13’iinde (% 40,6) aberasyonlar bulunmus, 19'unda (%59,4) ise
normal karyotipe rastlanmistir. Array CGH ile, kromozom analizi yapilan 32 hastanin
3'tinde (%9.4) kromozom analizinin saptayamadigi aberasyonlar bulunmustur. Kromozom
analizleri ile saptanan dengeli insersiyon ve inversiyonlar array CGH ile saptanamamugtir.

Array CGH tabanli metodlar, konvansiyonel sitogenetik metodlariyla elde edilen
verileri zenginlestirmektedir. Ancak array CGH metodlar: hastaliklarin mekanizmalarinin
detayh arastirilmasinda molekiiler sitogenetik, konvansiyonel sitogenetik, post-genomik ve

biyoinformatik teknolojilerle kombine ¢alisilmalidir.

Anahtar Kelimeler: BAC tabanli array CGH, dismorfik bulgular, dismorfik c¢ocuk,

kromozomal diizensizlikler
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Abstract

Diagnostic Value of BAC based Array CGH Applications

in Dysmorphic Cases

Chromosomal aberations are the major cause patients with multiple congenital
anomalies, dysmorphism, developmental delay/mental retadation, and other neurological
disorders. Routine chromosome analysis identifies aneuploidy and structurel
rearrangements greater than SMb but can not identify abnormalities of the telomeric
regions, micro-deletions and micro-duplications. Fluorescence in situ hybridization (FISH)
was developed, however, FISH can usually only be performed in a limited manner based
on phenotype. Molecular cytogenetic techniques were developed to overcome these

limitations. BAC based array CGH was developed to analyze increasing the resolution.

In this study, BAC-based array CGH results of 77 dysmorphic patients between the
ages of 0-18 were re-evaluated retrospectively and the results were compared with the data
from routine chromosome and FISH analysis. Given these data, importance of BAC-based
array CGH was discussed from technological aspects for the diagnosis of dysmorphic

cascs.

As a result of array CGH experiments 19 different aberrations were found in 18 of 77
patients (24.4%). Chromosomal analysis was performed in 32 of these 77 patients.
Chromosome analysis showed aberrations in 13 of the 32 patients (40.6%) and normal
karyotype in 19 of 32 patients (59.4%). By array CGH, chromosomal aberrations that
couldn't be detected by chromosome analysis were found in 3 of 32 patients (9.4%).
Balanced insertions and inversions that were identified by chromosome analysis couldn't
be detected by array CGH.

Array CGH-based methods, enrich the data obtained by conventional cytogenetic
methods. However, for a detailed investigation of the mechanisms of diseases, molecular
cytogenetic methods, array CGH, conventional cytogenetics, post-genomics and

bioinformatics technologies should be studied combined.

Keywords: BAC-based array CGH, dysmorphic features, dysmorphic child, chromosomal

rearrangements
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CNYV: Copy Number Variation (Kopya sayis1 varyasyonu)

Mb: Megabaz

Kb: Kilobaz

be¢: Baz cifti

aCGH: array based Comperative Genomic Hybridization (array tabanli Karsilastirmali
Genomik Hibridizasyon)

BAC: Bacterial Artificial Chromosome (Bakteri yapay kromozomu)

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization (Floresans in situ hibridizasyon)

CGH: Comperative Genomic Hybridization (Karsilastirmali genomik hibridzasyon)

SNP: Single Nucleotide Polymorphism (tek niikleotid polimorfizmi)

GDO: Genetigi Degistirilmis Organizma

LOH: Loss Of Heterozygosity (Heterozigosite kaybi1)

CESH: Comparative Expressed Sequence Hybridisation (Karsilastirmali Ekspresyon
Sekans Hibridizasyonu)

QFPCR: Quantitative fluorescence polymerase chain reaction (Kantitatif floresans
polimeraz zincir reaksiyonu)

MLPA: Multiplex ligated probe amplification (Multipleks Ligasyon Prob Amplifikasyonu)
AVSD: Atrio-ventrikuler septal defekt
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1. GIRIS

Dismorfik ¢ocuk, viicut bolgelerinde bir veya daha fazla yapisal bozuklugu bulunan
cocuktur (Boduroglu, 2011). Tiim anomalilerin etiyolojisinde genetik sebepler (% 15-25),
cevresel faktorler veya multifaktoryel kalitim (gevresel faktorler+genetik) yatmaktadir.
Kromozom bozukluklar1 genetik etiyolojilerin % 10-15 kadarim olusturmakta (Stevenson
ve Hall, 2006) ve dismorfik cocuklarda en sik karsilasilan sebep olarak karsimiza
cikmaktadir. Bes Mb ve bes Mb'dan daha biiyiik olan kromozom bozukluklari, bireylerin
kromozomlarindan karyotip elde ederek ve bu karyotiplerdeki bant paternlerini analiz
ederek saptanmaktadir. Ancak 4 Mb'dan daha kiigiik kromozom bozukluklarinin
saptanmas1 icin yeterli degildir. Bu yiizden zaman i¢inde daha yiiksek rezoliisyonlu
tekniklere ihtiya¢ duyulmustur. Floresans in situ Hibridizasyon (FISH), tan1 rezoliisyonunu
arttirmis fakat hedef odakli bir metod olarak kalmistir. Daha sonra gelistirilen metafaz
CGH, tamda kullanigh bir yontem gibi goriinmesine ragmen, tanm1 konulmamis gelisim
geriligi ve konjenital anomali vakalarinin yaklasik %10’unu acikliga kavusturmus, metafaz
kromozomlarinin diisiik ¢oziintirliigii ve teknik deneyim bu teknolojinin uygulama

yaygmligini sinirlamistir.

Molekiiler Karyotipleme olarak da bilinen Array Tabanli Karsilastirmali Genomik
Hibridizasyon (array based Comperative Genomic Hybridization; aCGH), gerek
oligoniikleotid tabanli olsun gerekse BAC tabanli olsun, kromozom bozukluklarini yiiksek
rezollisyonda tarama imkami sunmustur (Schena ve ark., 1995). aCGH'in rutin tanmida
sitogenetik metodlarin yerini alacagl one siiriilmiis olsa da onemli dezavantajlarindan
otiirti klasik sitogenetik metodlarla birlikte kullanilmasi tan1 koyma niteligini arttiracagi

yoniindedir.

Bu retrospektif calismada, 0-18 yas aras1 77 dismorfik olguda yapilmis BAC tabanl
array CGH sonuclarinin yeniden degerlendirilmesi ve bu sonuglarin kromozom ve FISH

analizi verileriyle klinik teknik acidan karsilagtirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. DISMORFOLOJi

2.1.1. Dismorfolojinin Tanim

Dismorfoloji, 1960 yillarinda Amerikan asilli pediatrist ve dismorfolog Dr. David
Weyhe Smith tarafindan ortaya atilmis olup klinisyen ve arastirmacilarin insandaki gelisim
paternleri ve yapisal anomalileri yorumlamaya calistigi klinik genetigin bir disiplinidir.
Dismorfoloji embriyoloji, klinik genetik ve pediatri alanlarindaki kavram, bilgi ve
tekniklerden faydalanir. Genetik servislerinin bu kombinasyonda yer almasinin sebebi,

yapisal defektlerin biiyiik cogunlugunun temelinde genetik sebeplerin yer almasidir.

2.1.2. Terminoloji

2.1.2.1. Malformasyon, Disrupsiyon, Deformasyon, Displazi

Patolojik olarak birbirinden farkli olan yapisal anomaliler, malformasyon (Sekil
2.1.a), disrupsiyon (Sekil 2.1.b), deformasyon (Sekil 2.1.c), ve displazi (Sekil 2.1.d)
olarak adlandirilmaktadir (Spranger ve ark., 1982). Anomaliler degisikligin meydana
geldigi gelisim basamagina, degisiklige neden olan siirece ya da sonuca gore bu

kategorilerden birinde yer alirlar.
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Sekil 2.1. Malformasyon, disrupsiyon, deformasyon, displazi (Tacoy ve ark., 2005)

2.1.2.1.1. Malformasyon

Organlarda ve degisik viicut bolgelerinde gelisim siirecindeki hatalar sonucu olusan
morfolojik bozukluklardir (6rnegin; spida bifida) (Boduroglu, 2011). Malformasyonlar, bir
yapinin ilk olusumu esnasinda ortaya cikarlar. Yapr hatali, eksik olusabilir ya da yapinin
olusumu tamamen basarisiz olabilir (Spranger ve ark., 1982). Tek bir malformasyonu olan
cocuklar genellikle bunun disinda tamamen normaldir. Malformasyon diizeltilebildigi

takdirde prognoz cok iyidir (Boduroglu, 2011).

Cizelge 2.1, baz1 malformasyonlarin terminolojisi hakkinda bilgi vermektedir.



Cizelge 2.1. Baz1 malformasyonlar ile ilgili terminoloji (Tagoy ve ark., 2005)

Brakisefali: Bas cevresinin on arka capinin sagital planda kisa olmasi durumu, kafa
normalden daha yuvarlaktir.

Klinodaktili: Parmaklarin medial veya laterale kivrilmasi, siklikla 5. parmagin ige
kivrilmasi seklinde rastlanir.

Hipoplastik tirnak: Parmaklarda olmasi gerekenden kiigiik tirnak.

Diisiik kulak: Helikslerin kraniumla birlesme yerinin, her iki i¢ kantustan diiz bir hatla
cekilen ¢izginin altinda kalmasi seklinde tanimlanir.

Hipertelorizm: Her iki géz pupilleri arasinda uzakligin artmasi.

Polidaktili: El ve ayak parmaklarinda akstra parmak bulunmasidir.

Kisa palpebral fissiirler: Dis kantus i¢ kantus arasi mesafe temel alindiginda goziin
horizontal araliginin az olmasidir.

Sindaktili: Parmaklarin yetersiz ayrismasidir. En sik elde 3.-4. parmaklar, ayakta 2.-3.
parmaklar arasinda olur.

Sinofrizis: Kaslarin orta hatta birlesmesi

Telekantus: I¢ kantuslarin lateralde yer almasi. I¢ kantal mesafe artar fakat pupiller arasi

mesafe normaldir.

Cocuklarin yaklasik %3'tinde belirgin konjenital malformasyonlar goriilmektedir.
Neonatal ve infant 6liimlerinin sorumlusu ¢ogunlukla bu konjenital malformasyonlardir.
Pediatri boliimlerine basvuran hastalarin %30'unu konjenital malformasyonu olan hastlar

olusturmaktadir (Goh, 2001).
Konjenital malformasyonlar, etiyolojide gosterilmis tek gen hastaliklar1 olanlar harig,
multifaktoryel kalittm (genetik+cevre) ozellikleri gosterirler. Ebeveynlerin bir sonraki

gebeliklerinde ampirik risk %?2-5 olacaktir (Boduroglu, 2011).

Cizelge 2.2, konjenital malformasyonlarin nedenlerini gdstermektedir.



Cizelge 2.2. Konjenital malformasyonlarin nedenleri (Tagoy ve ark., 2005)

Monogenik (ciddi anomalilerin %07.5'1)

Cevresel ajanlar (% bilinmivor)

¥'e bagl udrosefals
Alondroplaz

Ektodermal displazi

Apert sendromu
Treacher-Collin: zendronm

Kromozomal (ciddi anomalilerin %66 s1)

Trisomd 21, 18,13

X0, 3O

Delesyonlar (4p-.5p-. 7g-. 13g-. 18p-, 18q-. 22

Prader-Willi sendronm (%50 sinde 15. kromozomda delesyon)

Maternal infeksivon (ciddi anomalilerin 2 si)

Intrawterin infelsivonlar (6r. Herpes simplex, CMV, varicella, rubella ve toksoplazmosis
Maternal Hastahk (ciddi anomalilerin %03.5"u)

Diabetes mellitiis

Fenil ketoniin

Hiperterm:

Uternsun cevresel fakedrleri (% bilinmiyor)

Deformasyon

Uternsta bast, olizohidramnios; ¢arpik avak. tertikolis. dogumsal kalga cilag,
pulmoner hipoplazi, fasial paralizi

Disrupsiyon

Anmivotik bandlar, konjenital anputasyon, gastrosizis, porensefali, intestinal atrezi
1kiz

Bitigik ikizler, intestmal atrezi, porensefali

Poliklorne bifeml
Hetbizid
Cwva

Alkol

Tlac (% bilinmivor)
Talidomid
Dietilstilbestrol
Fenitoin

Warfarin

Sitotoksik dlaglar
[sotretinein (A Vit)
D-Penisilamin
Valproik asid
Bilinmevyen etyolojiler
Poligenstik

Anensefali’ spina bifida
Varik: dudakdamal:
Pilor stenozn
Konjenital kalp hastalig

Sporadik sendrom kompleksleri (anomalileri)
CHARGE birliktelizi

VATER. birliktelizi

Pierre Robin sekans

Prune-Belly sendronm

Nutrisyonel
Diigiik folik: asid ve noral tiip defeltlen

2.1.2.1.2. Disrupsiyon

Normal olarak gelisim gostermis bir yapinin yikici etkiye sebep olan durumlar
sonucunda sekil bozukluguna ugramasidir (6rnegin; amniyotik bantlar) (Boduroglu, 2011).
Sekil ve konfigiirasyon degisimleri, genellikle ayrilmayan kisimlarin ayrilmasi,
kaynagsmayan kisimlarin kaynasmasi, onceden varolanin sonradan yok olmasi gibi genis
capli morfolojik degisiklikler de disrupsiyona karst sekonder olarak gelisebilir.
Disrupsiyon nedenleri genelde cevreseldir, ancak kalitsal trombofililer gibi genetik
nedenler sonucu da olusabilmektedir. Mekanik etkiler baski, hemoraji, tromboz, emboli ve
diger vaskiiler bozukluklara yol acarak olusan yapinin zarar gormesine sebep olabilirler

(Stevenson ve Hall, 2006).



2.1.2.1.3. Deformasyon

Intrauterin hayatta fetiisiin dis mekanik etkilere uzun siire maruz kalmasi nedeniyle
farkli viicut kistmlarinda olusan ve yenidoganlarin yaklasik %?2'sinde karsilasilan yapisal
bozukluklardir (6rnegin; siddetli oligohidramniosa bagli yiiz sekli) (Boduroglu, 2011).
Deformasyonlar simetri kaybi, anormal durus ve sekil bozuklugu ile sonuglanir. Genelde
organogenez sonrasi meydana gelir ve herhangi bir doku defektine gereksinim duymaz.
Ancak anomal dokular deformasyona daha meyillidir. Deformasyonlar genelde postnatal
donemde geri doniisiimliidiir, fakat bu durum deformasyonun ne kadar siire kaldigina ve
gelisimin dig etkenlerin baslangicina kadar ne kadar ilerledigine baglhidir (Stevenson ve

Hall, 20006).

Deformasyonlar genellikle ilk gebelikten dogan bebeklerde goriiliir (Jones, 1997).
Deformasyonlarin tekrarlama riski mekanik etkiyi ortaya ¢ikaran faktoriin ne olduguna
gore degisir, ornegin ¢ogul gebelik nedeniyle olustuysa sonraki tekil gebelikte risk cok
diisiiktiir. Ancak etiyolojide uterus anomalisi var ise ayni kadinin sonraki gebeliklerinde

risk daha yiiksek olacaktir (Boduroglu, 2011).

2.1.2.1.4. Displazi

Hiicresel organizasyon bozuklugu sonucu ortaya cikan durumlardir (6rnegin;
akondroplazi). Lokalize ve tek displazilerin sebebi cogunlukla bilinmememektedir. Yaygin
displazilerde ise sebep ilgili gen mutasyonlaridir. Lokalize olanlarinda sebebin ayni
gendeki somatik mutasyonlar olabilecegi diisiiniilmektedir. Cogu sporadik olaylar olup
tekrarlama riski diisiiktiir ve tekrarlama riski ilgili hastalifin kaliim sekline baglidir

(Boduroglu, 2011).

2.1.2.2. Major ve Minor Anomaliler

Yapisal anomaliler klinik onemine ve ciddiyetine gore ikiye ayrilir: Major (ciddi)

anomaliler ve minor (hafif) anomaliler).

Major (ciddi) anomaliler, tibbi, sosyal veya kozmetik olarak 6nemli sonuclari olan, tedavi

edilmedigi takdirde yasami tehdit edebilen ve islev bozukluguna yol acan yapisal



bozukluklardir. Konjenital kalp hastaliklari, yarik damak, yarik dudak, noral tiip defektleri
gibi.

Minor (hafif) anomaliler ise, ciddi bir saglik sorununa yol agmayan, hatta tek tek olarak
normal toplumda da bulunabilen hafif yapisal degisikliklerdir. Epikantal katlanti, simian

cizgisi, asag1 egimli palpebral fissiirler gibi.

Major anomaliler tanisal agidan onemli olmakla birlikte, dismorfik hastalarin tiimiinde
goriilmezler. Bu tip hastalarda tanit genellikle, ¢cocugun genel goriiniisiine ya da yiiz
gorlinlimiine hastaliga 6zgii ozellik katan mindr anomalilerin saptanmasi ile konur

(Boduroglu, 2011).

Bazi1 minor anomaliler Cizelge 2.3'te gosterilmektedir.



Cizelge 2.3. Baz1 minor anomaliler (Hunter, 2002)

Kraniofasial Diger viicut bolgeleri Cilt
e Sagital fontanel ¢ Bifid ksifoid e Hipopigmente
lezyonlar
e Asagl egimli palpebral | ® Anormal umbilikal
fissiirler pozisyon ® Aplazi kutis konjenita

Kisa palpebral fissiirler
Antevert ala nasiller
Natal disler

Az gelismis malar
Bifid uvula

Posterior

kulaklar

yerlesimli

Acik metopik suturlar
Brushfield lekeleri
Okiiler heterokromi
Diiz filtrum

Anguli oris hipoplazisi
Mikrognati

Periaurikiiler pit ya da

tag

Epikantik katlantilar
Uzak/yakin  mesafeli
gozler

5. parmak klinodaktili
Nukal kalinlik
Aksesuar meme basi
Derin sakral dimfle
Belirgin topuk

Pectus excavatum
Umbilikal herni

Tek palmar cizgi

Tek umbilikal arter

Sal skrotum

Cesitli neviisler

Alt omurgada saclh

lezyon
Sebasoz neviis
Hafif cilt sindaktili

Cafe au lait lekeleri




¢ Hipodonti

e Dudak frenulum
yoklugu

e Kulak heliksi
anomalileri

2.1.2.2.1. insidans

Major anomaliler, en sik diisiiklerde, orta siklikta 6lii dogan infantlarda, en diisiik
siklikta ise canli dogan infantlar arasinda goriilmektedir. Major anomalilerin dogum
esnasinda canli dogan infantlar arasinda goriilme sikligr %2-3 kadardir (Marden ve ark.,
1964;Van Regemorter ve ark., 1984; Myrianthopoulos ve Chung, 1974; Chung ve
Myrianthopoulos, 1987; National Birth Defects Prevention Network, 2003; Johnson ve
Rouleau, 1997; Queisser-Luft ve ark., 2002; Stoll ve Eurocat Working Group, 1995;
California Birth Defects Monitoring Program, 1994; Cha’vez ve ark., 1988; Ka'llen,
1987; Merlob ve ark., 1985). Ayrica 5 yasa kadar, bireylerin %5'inde major anomali

saptanmaktadir.

Iki veya daha fazla mindr anomalinin varlig1, bir major anomalinin ya da sendromun
var olabilecegini belirtmektedir. Mindr anomaliler ¢ogunlukla multipl anomalilerle
seyreden spesifik bir bozukluk ya da sendromun belirteci, prenatal gelisim esnasinda ise

hasarin olugsum zamaninin belirleyicisidir.

Yenidogan infantlarin yaklasik %15'1 bir ya da daha fazla mindr anomaliye sahiptir
(Marden ve ark., 1964; Myrianthopoulos ve Chung CS, 1974; Queisser-Luft ve ark., 2002;
Merlob ve ark., 1985; Me’hes ve Stalder, 1983; Leppig ve ark., 1987). Yiiksek oranda
intrauterin biiyiime geriligi olan prematiir infantlarda daha yiiksek bir insidans s6z konusu
olabilmektedir. Cocuktaki mevcut mindr anomalilerin sayisina bagli olarak major
dogumsal defektin bulunma riski artmaktadir. Minor anomalisi olmayan ¢cocuklarin major

anomalili olma insidans1 diisiik iken (yaklasik %1), bir minér anomalisi olan ¢ocugun



major anomalili olma insidans1 %3', iki mindr anomalisi olan ¢ocugun major anomalili
olma insidans1 %10, ii¢c ve daha fazla mindr anomalisi olan ¢ocugun major anomalili olma
insidans1 ise %20 olarak bildirilmistir (Marden ve ark., 1964; Me hes ve Stalder, 1983;
Leppig ve ark., 1987). Minor anomaliler ile normal varyantlar ya da major anomaliler
arasinda kesin bir fark yoktur. Determinasyonlar ¢cogunlukla gelisigiizel yapilmaktadir.
Holmes'e gore mindr anomaliler normal varyantlardan su sekilde ayrilmaktadir: Bir
ozelligin toplumda goriilme sikliginin %4 veya daha fazla ise, bu 6zellik normal olarak

degerlendirilmektedir (Holmes, 1976).

Bazi mindr anomaliler yas ile birlikte kaybolmaktadir. Asagi egimli palpebral
fissiirler, yatay palmar cizgiler, asimetrik kulaklar, preaurikiiler skin tag ve klinodaktili bu
anomaliler arasinda yer almaktadir. Mehes'e gore, dogum sonrasi yiiksek miktarda
saptanan mindr anomali sayisi, 1 yasa kadar azalma gostermistir (Me hes ve Stalder,
1983). Yiiksek damak, diisiik kulaklar ve yukar1 egimli palpebral fissiirlerin prevalansi 1
yasa kadar %50 oraninda azalmaktadir. Fakat major anomaliler i¢in, minor anomalilerdeki
1 yasa kadar goriilen bu azalma tam tersi ozellik gostermektedir (Myrianthopoulos ve

Chung, 1974).

2.1.2.3. Sendrom, Sekans, Asosiasyon

Multipl yapisal anomaliler ¢ogunlukla birlikte goriilmektedir ve bu durum icin bir
terminoloji gelistirilmistir (Spranger ve ark., 1982; Smith, 1975; Opitz ve ark., 1979;
Pinsky, 1977; Gilbert-Barness ve ark., 1989; McKusick, 1969). Hastaya yapilacak
yaklasim ve verilecek genetik danismayr yonlendirmek acisindan bu terminolojinin

bilinmesi gerekmektedir.

Bir ¢cocukta birden fazla konjenital anomali biraraya gelirse;
e anomalilerin ortak bir etiyolojisi varsa, sendromdan
e anomalilerin tek bir patogenezi varsa, sekanstan

e anomaliler rastlantisal olmayan sekilde birarada goriililyorsa, asosiasyondan

(birliktelik) bahsedilir (Davies ve Evans, 2003).
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2.1.2.3.1. Sendrom

Sendromlar genellikle ortak bir etiyolojiye bagl olarak birlikte olusan major ve minor
anomalilerin iyi karakterize gruplar1 olarak kabul edilmektedir. Cogu olguda, birden fazla

gelisim alan1 etkilenmektedir.

Malformasyon sendromlari, asagida belrtilen gelisim siirecindeki hatalardan

kaynaklanmaktadir:

¢ Down sendromunda (6zellikle el ve ylizdeki spesifik dismorfik bulgular ile seyreden
kardiyak, beyin ve {ist gastrointestinal defektler) oldugu gibi tam kromozom
anomalileri

e Mindr 6grenme problemleri ve velokardiyofasiyal sendrom ile karakterize 22ql1
delesyonundan Di George sendromuna kadar cesitli fenotiplerin sebebi interstisyel
kromozom delesyonlari

e Marfan sendromunda oldugu gibi tek gen defektleri

e Annenin gebelikte kullandigr ilaglar, maruz kaldigi kimyasallar, alkol kullanimu,

gecirdigi hastaliklar ve annedeki metabolik diizensizlikler gibi cevresel faktorler

Malformasyon sendromlarinin tekrarlama riski altta yatan etiyolojik sebebe gore
farklilik gosterir. Kromozomal, tek gen defektleri veya teratojene bagli malformasyon
sendromlarinda, duruma uygun risk figiiriinii belirleyip aileye bu duruma dayali genetik

danisma verilmelidir.

2.1.2.3.2. Sekans

Bir hastada saptanan multipl yapisal bozukluklarin tiimii en basta olusan tek bir
yapisal bozukluga bagh olarak gelisirse buna sekans denir. Bu yapisal bozukluklar arasinda
sebep-sonug iligkisi vardir. Sonrakiler ilk olusan yapisal bozukluk var oldugu i¢in gelisir.
Sonrakilere yol agan ilk yapisal bozukluk malformasyon, deformasyon, disrupsiyon veya
displazi olabilir. Ornegin; ilkj yapisal bozukluk malformasyonsa bu durum malformasyon
sekansi, disrupsiyonsa disrupsiyon sekansi olarak isimlendirilir. Tekrarlama riski, bagslatan

ilk yapisal bozuklugun riski kadardir.
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2.1.2.3.3. Asosiasyon (Birliktelik)

Iki veya daha fazla yapisal anomalisi olan cocukta bu yapisal anomaliler arasinda
sekansta oldugu gibi bir sebep-sonuc iliskisi yoksa, sendromda oldugu gibi ortak bir
etiyolojik faktor gosterilemediyse ve bu yapisal anomaliler toplumda tesadiifi olarak
birlikte goriilebilecekleri sikliktan cok daha yiiksek siklikta birarada goriiliiyorlarsa bu
duruma asosiasyon (birliktelik) denir. Boyle bir durumda biiyilk olasilikla heniiz
tanimlanamamis bir etiyolojik faktor vardir. Ornegin, 6nceleri CHARGE asosiasyonu
olarak tanimlanan, etiyolojisinde CHD7 genindeki mutasyonun oldugu saptandiktan sonra

yeniden adlandirilan CHARGE sendromu gibi.

Asosiasyonlarin en sik goriilen 6rnegi VATER asosiasyonudur. Vertebral anomaliler,
anal atrezi, trakeo-Ozefageal fistiill, renal veya radial defektler gibi farkli
malformasyonlarin birarada goriildiigi VATER asosiasyonlu hastalarda bu durumdan
sorumlu tek bir etiyolojik faktor gosterilememistir. Bu tip malformasyonlar genellikle

sporadik olup tekrarlama riski ¢ok diisiiktiir (Boduroglu, 2011).
2.1.3. Etiyoloji

Tiim anomalilerin etiyolojisinde genetik sebepler (tek gen, multipl genler,
kromozomal), cevresel faktorler (mekanik, enfeksiyoz, kimyasal) veya multifaktoryel
kalitim (cevresel faktorler+genetik) yatmaktadir.
2.1.4. Malformasyonlarin Genetik Sebepleri

Mevcut klinik ve teknolojik metodlar yenidogan infantlarda goriilen anomalilerin

sebebinin yalnizca yarisint belirleyebilmektedir (Cizelge 2.4). Belirlenebilen nedenlerin

yalnizca yarisi ya tamamen ya da kismen genetiktir.
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Cizelge 2.4. Canli dogan infantlarda goriilen anomali sebeplerinin dagilimi (Stevenson ve

Hall, 2006).

Sebep Insidans (%)

Genetik 15-25
Kromozom 10-15
Tek gen 2-10

Multifaktoryel 20-25

Cevresel 8-12
Maternal hastaliklar 6-8
Uterin/plasental 2-3
Taglar/kimyasallar 0.5-1

ikiz 0.5-1

Bilinmeyen 40-60

Genetik materyalin miktar1 ve yapisinda meydana gelen bozukluklar, normal olusumu
engelleyerek biiyiilk oranda malformasyonlara ve diger morfolojik degisimlere sebebiyet

verirken, ayni oranda fonsiyonel bozukluklara da yol agmaktadir.

2.1.5. Kromozom Anomalileri ve Malformasyonlar

Flemming'in 1882 yilinda kornea epitelyumunda kromozom gozlemlerinin ardindan
(Flemming, 1882), malformasyon sendromlarinin kromozomal temeli ile ilgili ilk adimlar
1959 yilinda Lejeune tarafindan atilmistir (Lejeune, 1959). Bu gelismeleri 1930 yilinda
Waardenburg ve Bleyer'in bagimsiz olarak ortaya attiklari mayoz esnasinda
kromozomlarin ayrilmama durumlarinin  Down sendromuna yolagtifi  yoniindeki

gelismeler izlemistir (Waardenburg, 1932; Bleyer, 1934).

Kromozom analizi, hiicre kiiltiirii ve metafaz preparasyonundaki hizli gelismeler ile
Tjio ve Levan'in 1956 yilindaki insan kromozom sayisinin 46 oldugu iizerine yapmis
oldugu kesiflerden sonra (Tjio ve Leyan, 1956), laboratuvarlarda yaygin bir bicimde

kullanilmaya bagslandi. 1959 yilindan itibare, basta malformasyon sendromlar1 olmak iizere
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bircok hastalifin olusum sebebine aciklik getiren sayisal kromozom anomalileri

kesfedilmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Kromozom aberasyonlarinin kesfi (Stevenson ve Hall, 2006).

Yil Kromozom aberasyonu
1959 Trizomi 21; 45,X; 47, XXY
1960 Trizomi 18; Trizomi 13
1961 47XYY

1963 Del 5p

1965 Del 4p

1969 Frajil X

1971 Trizomi 8

1973 Trizomi 9

Spontan abortuslarin yaklasik yarisinda kromozom anomalileri sorumlu tutulmaktadir.
45,X canli dogan infantlarda en sik goriilen kromozom anomalisi olup, anormal fetiislerde
sik gozlenen tatraploidi, triploidi ve bir¢ok trizomi canli dogan infantlarda goriilmez

(Cizelge 2.6).
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Cizelge 2.6. Spontan abortuslardaki kromozomal aberasyonlarin prevalansi (Stevenson ve

Hall, 2006).

Aberasyon tipi Oran (%)
Tiim kromozom aberasyonlari 40
Trizomiler 20
T-16 8
T-13,15,21,22 2%
T-2,7,8,14,18 1*
T-4,9,10,20 0.5%*
T-3,5,6,12,7 0.1
T-1,11,19 <0.1*
Cinsiyet kromozomu <0.5
Monozomi X 8
Otozomal monozomi <0.1
Poliploidiler 9
Triploidi i
Tetraploidi 2
Diger yeniden diizenlenmeler 3
Mozaisizm 2
Dengesiz yeniden diizenlenmeler 1

Dengeli yeniden diizenlenmeler <0.5

* Ad1 gecen herbir trizomi i¢in yaklasik oran.

Malformasyon sendromlarini anlamada kromozomlardan yararlanma 1960 yillarinda
en yiiksek seviyeye ulagmustir. 1971 yilinda Caspersson ve arkadaslarinin bantlama
tekniklerinden bahsetmesi, 1977 yilinda Sutherland'in frajil bolgeleri gostermesi, 1990
yillarinda profaz ve prometafaz (yiiksek rezoliisyon) kromozomlarmin analizi ilgiyi
sitogenetik alanina yonlendirmistir. 1990 yillarinda Floresans In Situ Hibridizasyon
(FISH) ve 2000 yillarinda Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH)'un ortaya cikisi,
151k mikroskobu rezoliisyonunun iistiinde analiz imkani vermis, kiiciik submikroskobik
delesyon ve duplikasyonlarin saptanmasini saglamistir (Caspersson ve ark., 1971;

Sutherland, 1979; Yunis, 1976; Biesecker, 2002; Pinkel ve ark., 1998).
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Kromozomlarda meydana gelen hatalar birtakim hiicresel siire¢lerde olugmaktadir.
Ayrilmama ya da anafaz gecikmesi mitoz veya mayozda meydana gelerek yavru hiicre ya
da gametlerde anormal sayida kromozom ile sonuglanir (Hassold, 1985; Therman, 1986).
Translokasyon, inversiyon, delesyon ve duplikasyon mayotik boliinme esnasinda hatali
krossing-over sonucu gametlerde dengesiz kromozom komplemani olusumuna neden olur.
Her tiir kromozom anomalisi gebelik esnasinda etkisini gostermekte, gametlerin sagkalim
ve fonksiyonu iizerine etki etmektedir. Cesitli kromozom anomalileri, konseptiis
disorganizasyonu, embriyodisgenezis ve fetal patolojiye neden olmaktadir.
Malformasyonlar, biiylime bozukluklari, mental hasar ve diger bulgular genellikle

kromozomlar {izerindeki ufak degisimler sonucu meydana gelmektedir (Pai ve ark., 2003).

16



Cizelge 2.7. Yenidoganlarda en sik gozlenen kromozom anomalileri ve dismorfik

sendromlar (Clayton-Smith J., 2008)

Durum

Bulgular

Tan testi

Trizomi 21

Down sendromu

Brakisefali, diiz kulaklar,
hipotoni, AVSD, tek palmar
cizgi, sandal gap belirtisi,

Karyotip ya da QFPZR

trizomi 21'i gostermektedir

Hirschsprung hastalig
Trizomi 18 Parmak kontraktiirleri, | Karyotip ya da QFPZR
Edwards sendromu globular  bas, displastik | trizomi 18'c gostermektedir
kulaklar, diisik dogum

agirligy, kalp defektleri, kisa

genis ayak  parmaklari,
radial aplazi
Trizomi 13 Holoprozensefali, yarik, | Karyotip ya da QFPZR
Patau sendromu kalp defekti, polidaktili, | trizomi 13'ti gostermektedir
renal anomaliler,
mikroftalmi
4p-Wolf-Hirschorn Hipertelorizm, belirgin | Rutin karyotip 1ile belki
sendromu glabella, yarik damak ve | goriilebilir. FISH ya da

dudak, kisa filtrum, biiyiik
kulaklar

MLPA ile daha giivenilir

sonuglar elde edilir

5p-Cri du Chat sendromu

Kedi miyavlamasim1 andirir
aglama, mikrosefali, belirgin
epikantal katlantilar, yarik

damak, kulak anomalileri

Spl5 delesyonu genellikle
rutin karyotip ile
saptanabilmektedir. FISH ile
daha kiicik  delesyonlar

saptanabilir.

12p tetrazomisi

Pallister Killian sendromu

Yiiksek dogum agirligy,

makrosefali,  diafragmatik
herni, kaba yiiz, hipotoni,
sakaklarda

uzun filtrum,

seyrek sacglar

Daima mozaik formdadir.
Kanda bakilan kromozom
analizi ile goriilebilmesi
muhtemeldir. Cilt biyopsisi
ya da FISH icin yanak

mukoza hiicreleri
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gerekmektedir.
22ql1 delesyonu Kardiyak defektler, yarik | 22q11 delesyonu i¢in FISH.
Di George sendromu damak, mikrognati, belirgin | Bazilar MLPA ile
Velokardiyofasial sendrom | burun, hipokalsemi, timus | saptanabilen 22ql1
yoklugu delesyonu tagir

2.1.5.1. Sayisal Anomaliler

Ovaryum ve testislerde gametlerin olgunlagsmasi esnasinda primordial hiicredeki
kromozom sayisinin mayoz ile yariya inmesi gerekirken, ayrilmama olay1 sonucu dengesiz
kromozom sayisina sahip gametler olusur. Boyle gametlerin fertilizasyonu sonrasinda
olusan anormal zigot abortusla sonug¢lanir (Shiota ve ark., 1987; Eiben ve ark., 1990;
Hassold ve ark., 1980; Tabet ve ark., 2001; Kajii ve ark, 1980; Pai ve ark., 2003;
Warburton, 1987; Porter ve Hook, 1980; de Grouchy ve Turleau, 1984; Schinzel, 2001;
Hsu, 1998; Alberman ve Creasy, 1977; Hanna ve ark., 1997; Dunn TM, ve ark., 2001).
Anormal zigot gelisimini doguma kadar siirdiirebilse bile, malformasyon, biiylime
bozukluklar1 ve mental hasar ile dogar (Pai ve ark., 2003; de Grouchy ve Turleau, 1984;
Schinzel, 2001).

2.1.5.1.1. Trizomiler

Abortusla sonuglanan gebeliklerde en sik goriilen otozomal trizomi, trizomi 16, en az
goriilen ise trizomi 1'dir (Alberman ve Creasy, 1977; Hanna ve ark., 1997; Dunn ve ark.,
2001). Trizomi 13, 18 ve 21 abortusa neden olsa da, canli dogan infantlarda yiiksek siklikta
goriilmektedir (Cizelge 2.7). Herbir otozomal trizomi az ya da c¢ok karakteristik

malformasyon paterni olusturmaktadir (Pai ve ark., 1984; Schinzel, 2001).
Canli dogan infantlarda ekstra cinsiyet kromozomlar1 da sik goriilmekte olup, X

inaktivasyonu ve Y kromozomu iizerindeki az sayidaki aktif genden dolayr malformasyona

rastlanmamaktadir.
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Cizelge 2.8. Canli dogan infantlarda kromozomal aberasyonlarin prevalansi (Stevenson ve

Hall, 2006).

Kromozomal aberasyon Prevalans

Trizomi 21 1/700

Trizomi 13 1/7000

Trizomi 18 1/8000

Trizomi 8* <1/100,000

Trizomi 9 <1/100,000
Monozomi X 1/2500 (disiler)

47, XXX 1/1200 (disiler)

47, XXY 1/1000 (erkekler)
47.XYY 1/1000 (erkekler)
Frajil X 1/4000 (erkekler)

48, XXYY 1/25,000 (erkekler)
48, XXXX <1/100,000 (disiler)
48, XXXY <1/100,000 (erkekler)
49, XXXXX <1/100,000 (disiler)
49, XXXXY <1/100,000 (erkekler)

* Genellikle mozaik

2.1.5.1.2. Monozomiler

Monozomi X anéploidiler arasinda en sik goriilmekte olup, bunun disindaki

monozomiler canli dogan infantlarda goriilmezler (Pai, 2003; de Grouchy ve Turleau,
1984; Schinzel, 2001; Hanna ve ark., 1997; Dunn ve ark., 2001). Turner sendromu disi
bireylerde, biiylime bozuklugu, ovaryan disgenezis, iskelet, kardiyak, bobrek, yiiz ve
kranial anomaliler mevcuttur (de Grouchy ve Turleau, 1984; Schinzel, 2001; Rosenfeld ve

Grumbach, 1990).

Y kromozomi monozomisi, embriyonik gelisim ic¢in gerekli olan X kromozomu

tizerindeki genlerin yoklugundan 6tiirii letaldir.
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2.1.5.1.3. Mozaisizm

Ayrilmama ve anafaz gecikmesi embriyonik dénem ve preimplantasyon siirecinde
meydana geldiginde malformasyonlara neden olabilirken, daha ge¢c donemlerde meydana
gelen hatali boliinmeler malformasyonlara neden olmamaktadir. Ge¢ donemde meydana
gelen hatali boliinmeler, cilt ve sa¢ rengi pigmentasyonunda mozaik paternin olusumu,
segmental dissimetri ve diger biiyiime bozukluklari ile sonu¢lanmaktadir (Happle, 1985.).
Sayisal kromozom mozaisizminin olusumu sporadiktir ve germinal hiicrelerde meydana

gelmedigi siirece gelecek kusaklara aktarilmaz.

Fertilizasyondan birkac giin sonra meydana gelen mozaisizm, embriyoyu,
ekstraembriyonik dokular1 ya da herikisini de etkileyebilir. Koryon villus gibi
ekstraembriyonik dokularin prenatal tanida kullanimi bu durumdan dolay:1 kafakaristiric
nitelikte olabilmktedir. Kalousek ve arkadaslari, trizomi 13 ve trizomi 18 saptanan
fetiislerin plasentalarinin 6ploid oldugunu saptamislardir (Kalousek ve ark., 1989). Bu
durumdan yola ¢ikarak, anoploid plasentanin, kromozom olarak normal olan fetiislerde
meydana gelen biiylime geriligi ve spontan diisiiklerin nedenine bir aciklama
getirebilecegini diisiindiirmektedir (Gartner ve ark., 1988; Kalousek ve Dill, 1983; Lestou
ve ark, 2000).

2.1.5.2. Yapisal Kromozom Anomalileri

Yapisal kromozom anomalileri mayoz béliinme esnasinda homolog sekanslarin
anormal eslesmesi sonucu meydana gelip, kromozomlar arasi ya da kromozom i¢i genetk
materyal degisimiyle sonuclanmaktadir. Ayni mekanizma tiim yapisal yeniden
diizenlenmeler icin gecerlidir. Bu yapisal yeniden diizenlenmeler; translokasyonlar,
delesyonlar, dulikasyonlar, inversiyonlar ve insersiyonlardir. Dengeli, genlerin regiilator
bolgelerinde hasarlara yol agmayan yapisal yeniden diizenlenmeler fenotipe yansimaz

ancak, %50 ihtimalle dengesiz gametlerin olusumuna neden olur.

Genlerin regiilator bolgelerinde hasarlara yol acan dengeli yapisal yeniden

diizenlenmeler ise fenotipte degisikliklere neden olur.
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Dengesiz yeniden diizenlenmeler, kromozomlar {iizerinde kayip ya da kazanima
sebebiyet verir. Dengesiz yeniden diizenlenmeler, ebeveynlerden birinde mevcut olan
dengeli kromozomal yeniden diizenlenmenin dengesiz gametler olusturmasi ile var

olabilecegi gibi de novo da olabilmektedir.

2.1.5.2.1. Delesyonlar

Delesyon, bir kromozomun bir parcasinin  kaybolmasidir.  Delesyonlar
submikroskobik bir geni etkileyebildikleri gibi, mikroskop altinda goriilebilecek kadar
biiylik de olabilirler (Pai ve ark., 2003; ve ark., 1984; Schmickel, 1986; Brewer ve ark.,
1998; Koolen ve ark., 2004; Schwartz ve Graf, 2002; Schinzel, 1988). Kromozom
tizerindeki bir bolgenin delesyonu monozomi ile ayni etkiye sahiptir. Cizelge 2.8. en sik

rastlanan mikrodelesyon sendromlarini gostermektedir.
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Cizelge 2.9. Malformasyon ve malformasyon sendromlariyla ilgili mikrodelesyonlar

Sendrom

Lokasyon

Bulgular

Alagille JAG1)*

20p11.23-p12.2

Dismorfik fasial bulgular,
kronik  kolestaz, omur

kemeri defektleri, pulmonik

stenoz

Albright herediter osteodistrofi | 2q37 Kisa bodur yapi, anormal
yiiz, brakimetafalangizm,
nobetler, gelisim geriligi

Alfa talasemi ve mental | 16p13.3 Dismorfik fasial bulgular,

retardasyon alfa  talasemi, mental
retardasyon

Angelman (UBE3A)* 15q11-ql3 Hipotoni, mikrosefali,
hipopigmentasyon, ataksik
yiirime  sekli, sebepsiz
giilmeler, nobetler, mental
retardasyon

Kedi gozii sendromu 22ql1.2 Kolobom, koanal atrezi,
Ogrenme giicliigii, mental
retardasyon

Cri du chat Spl13-pl5.2 Mikrosefali, hipertelorizm

Greig sefalopolisindaktili | 7p13 Kraniosinostoz,

(GLI3)* polisindaktili, mental
retardasyon

Langer-Giedion 8q24.1 Trikorinofarengeal sendrom
(seyrek sag¢, bulboz burun,
koni seklinde falangeal
epifiz), multipl ekzostoz,
mental retardasyon

Miller-Dieker (LIS1)* 17p13.3 Tip 1 lizensefali, dismorfik
ylz

NF1 mikrodelesyonu 17q11.2 Norofibromatoz, erken
baslangich kutanoz
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norofibromlar, fasial

dismorfizm, O0grenme
giicliigii, mental
retardasyon

Prader-Willi 15q11-ql3 Hipotoni, obezite, kisa boy,
kiicik el ve ayaklar,
hipopigmentasyon,
hiperfaji, mental
retardasyon

Rubinstein-Taybi (CBP)* 16p13.3 Dismorfik fasial bulgular,
genis el ve ayak
basparmagi, mental
retardasyon

Smith-Magenis 17p11.2 Dismorfik fasial bulgular,
davranis bozukluklari, self
destriiktif davranis,
periferal noropati, mental
retardasyon

Velo-kardiyo-fasiyal 22ql1 Anormal yiiz, yartk damak,

(proksimal 22q timik hipoplazi,

mikrodelesyonu, diGeorge) hipokalsemi, kardiyak
defekt

WAGR (PAX6)* 11p13 Wilms timor, aniridia,
genitoliriner anomaliler,
mental retardasyon

Williams (LIMK1)* 7q11.23 Dismorfik fasial bulgular,
infantil hiperkalsemi,
konjenital kalp hastalig,
erken deri  yaslanmasi,
girisgken  kisilik, mental
retardasyon

Wolt-Hirschhorn 4p16.3 Anormal yiiz, yarik

dudak/damak, kalp ve
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bobrek  malformasyonlari,

beyin anomalileri, genital

anomaliler, mental
retardasyon

1p36 delesyonu 1p36 Hipotoni, biiyiime
anomalileri, kraniofasial

dismorfizm, minor kardiyak
malformasyonlar,  geliim

geriligi

Distal 22q mikrodelesyonu | 22q13-qter
(ProSAP2?)

Hafif fasial dismorfizm,
hipotoni, agir dil

gelisiminde gecikme

Xp22.3 delesyonu Xp22.3 X'e bagl ihtiyozis, epilepsi,
okiiler albinizm, Kallmann
sendromu, mental
retardasyon

Xp21 delesyonu Xp21 Muskiiler distrofi, gliserol

kinaz eksikligi, konjenital
adrenal hipoplazi, mental

retardasyon

* Sendrom bulgularinin bazilarina ya da tiimiine neden olabilecek gen ( Schwartz ve Graf,

2002; Brewer ve ark., 1998)

Ring kromozom, iki telomer ve jukstatelomerik genlerin cesitli segmentlerinin

delesyonu sonucu bir kromozomun iki ucunun fiizyonu ile olusur. Ring kromozomlar stabil

olmayip, farkli hiicrelerde farkli biiyiikliiklerde olabilirler. Hiicre boliinmesi esnasinda

kaybolarak mozaisizme neden olurlar (Wyandt, 1988). Fenotip, delete olan genetik

materyale gore degiskenlik gosterir. Ring kromozomlarin bir kusaktan fazla

aktarilagelmesi nadir goriilmektedir.
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2.1.5.2.2. Duplikasyonlar

Duplikasyonlar, normal kromozomlar arasindaki esit olmayan krossing over,
perisentrik inversiyonlarin kirilma noktalar1 arasinda olusan krossing over ya da
translokasyonlarin dengesiz dagilimi sonucu meydana gelmektedir (Pai ve ark., 2003.; van
Dyke, 1988). Kromozom iizerinde bir bolgenin duplikasyonu ile meydana gelen trizomi,
fenotipik degisiklikler ile sonuglanir. Mikroduplikasyonlar mikrodelesyonlara gore daha az
farkedilir. Bu durumun, fenotipin mikrodelesyonlara gore daha hafif seyretmesi ve mevcut

teknolojilerle daha zor saptanabiliyor olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

2.1.5.2.3. Translokasyonlar

Translokasyonlarin en sik goriilen tipi, akrosentrik kromozomlar (13-15, 21 ve 22)
arasinda meydana gelen Robersonian translokasyonlardir. Ribozomal RNA genlerini
iceren kisa kollardaki kayiplar saglik agisindan bir tehdit olusturmaz. Homolog akrosentrik
kromozomlar arasinda olusan translokasyon tasiyicilari, bilesik bir kromozomu tasiyan ya
da bir akrosentrik kromozomdan yoksun anormal gametleri olusturmaktadir. Gebelikler
trizomik ya da monozomik olurlar. Farkli akrosentrik kromozomlar arasindaki
Robertsonian translokasyon tasiyicilari, esit oranlarda normal, dengeli tasiyici, trizomik ya

da monozomik gametler olusturur.

Resiprokal translokasyonlarda, translokasyon dengeli ya da fonksiyon bozukluguna
yol acmayan tiirden ise fenotipik bir etki gdzlenmez. Dengeli Resiprokal translokasyon
tagiyicilarinin meydana getirdigi gametlerin yaris1 dengesiz kromozom dagilimina sahip

olacaktir.

Insersiyonel translokasyonlarda ise anormal gametlerin olusumu, iki kromozomun ve

homologlarinin ayrilisina baghdir.
2.1.5.2.4. Inversiyonlar
Perisentrik inversiyonlarin sonucu, yeniden diizenlenme dengeli ve ya fonksiyon

bozukluguna yol a¢gmayan tiirden ise benindir (Groupe de Cytogene’ticiens Francais,

1986; Kleczkowska ve ark., 1987).
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Perisentrik inversiyon goriilen bir ailenin olusturdugu gametlein yarisi, krossing
overin invert olan segment icerisinde gerceklesmesi durumunda dengesiz kromozom

dagilimina sahip olacaklardir.

Parasentrik inversiyonlar, bir genin yapisin1 bozmadigi ya da komsu genlerde
regiilasyon bozukluguna yol agmadig1 durumlarda benindir. Dengeli parasentrik inversion
tagiyicisinin olusturacagl gametlerin yarisi, krossing over'in invert segment icerisinde

gerceklesmesi durumunda dengesiz kromozom dagilimina sahip olacaktir.
2.1.5.2.5. izokromozomlar

Izokromozomlarda, iki 6zdes kromozom kolu bulunur ve kromozomun bir kolunun
delesyonu, diger kolunun duplikasyonu sozkonusudur. Otozomal izokromozomlar nadir
goriilirken, Xq izokromozomlarina siklikla rastlanmaktadir (Harbison ve ark., 1988;
Schmutz ve Pinno, 1986).
2.1.5.2.6. Frajil Bolgeler

Frajil bolgelerden X kromozomu iizerinde bulunan q27.3 lokusu, dismorfizm ve

mental retardasyonla seyreden Frajil X sendromuna neden olmaktadir.

Sekil 2.2, major kalitsal frajil bolgeleri gostermektedir.
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Sekil 2.2. Major kalitsal frajil bolgelerin sematik sunumu. Siyah oklar, folata duyarh
bolgeleri, beyaz oklar bromodeoksiiiridin (BrdU) ve distamisin A ile indiiklenen bolgeleri,
cizgiler ise folata duyarli ve afidikolin ile indiiklenen temel frajil bolgeleri gostermektedir

(Jacky, 1991).

2.1.5.3. Diger Kromozom Anomalileri

Bazi1 otozomal resesif hastaliklarda kromozomal kirilmalar ve yeniden diizenlenmeler
goriilmektedir. Kromatid kiriklar1 Fanconi anemisinde; triradial ve kuadriradial yeniden
diizenlenmeler, kardes kromatid degisimi Bloom sendromunda; 7 ve 14. kromozomlarin
rastgele olmayan yeniden diizenlenmeleri ve kiriklari ataksi telenjiektazide; kromozom
kiriklart  Werner sendromu ve progeriada tipik olarak goriilmektedir. Ancak, biiylime

bozuklugu, malformasyonlar ve dismorfik bulgulara bu kromzomal degisikliklerin mi
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yoksa temelinde yatan mutasyonun pleiotropik etkisinin mi sebep oldugu tam olarak

bilinmemektedir.

Akrosentrik kromozomlar ve 1, 9, 16. kromozomlarda goriilen sentromer boliinmeleri
(kromozom puflar1) Roberts sendromu (SC fokomeli) bir¢ok hastada gozlenmektedir
(Parry ve ark., 1986). Cogu kromozomda gozlenen prematiir sentromerik bdliinmeler
mikrosefali sendromu, Dandy-Wlaker malformasyonu, Wilms tiimorii ve farkli

anoplodilerin mozaisizminde tanimlanmistir.

2.1.5.4. Uniparental Dizomi

Normal biiyiime ve gelisim icin iki ebeveyne ait genetik bilgiye gereksinim vardir
(Hall, 1990). Uniparental dizomi, bir homolog kromozom c¢iftinin tamaminin veya bir

parcasinin ayn1 ebeveynden gelmesi durumudur.

Prader-Willi sendromu bireylerin %10-25'inde maternal dizomi, Angelman sendromu
bireylerin %3-4'tinde paternal dizomi goriilmektedir (Nicholls ve ark., 1989; Gabriel ve
ark., 1998). Uniparental dizomi ayrica Beckwith-Wiedemann sendromu (paternal UPD
11p15.5), Russell-Silver sendromu (maternal UPD 7), kisa boy, mental retardasyon ve
multipl anomalileri olan bireylerde bildirilmistir (Fre“zal ve Schinzel, 1991; Reish ve ark.,
2002.; Preece ve ark., 1997). Uniparental dizomi nadirdir ve baz1 trizomik kagislarda
goriilmektedir. Izodizominin otozomal resesif hastaliklara neden oldugu bildirilmistir

(Engel ve Antonarakis, 2002).

2.1.6. Gen Mutasyonlar1 ve Malformasyonlar

Dismorfologlar, endokrinologlar, klinik genetik ve metabolizma uzmanlar1 genellikle
caligmalarinda mutant genlerin fonksiyonel ve yapisal sonuglari iizerine yogunlagmiglardir.
Mutant genlerin dismorfolojideki yeri hi¢ de azimsanacak gibi degildir. Kenneth Jones'un
"Smith's Recognizable Patterns of Human Malformations" isimli kitabinda yer alan 290

verinin %70'inden mutant genler sorumlu tutulmaktadir (Jones, 1997).

Malformasyonlar ya da diger morfolojik bulgular "Mendelian Inheritance in Man"

icerisinde yer alan 15262 kaydin 2534'tinde (%17) bulunmaktadir ve bu
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malformasyonlardan sorumlu olan genler tanimlanmis ya da bolgesel olarak haritalanmistir
(Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM. McKusick-Nathans Institute for Genetic
Medicine, Johns Hopkins University (Baltimore, MD) and National Center for
Biotechnology Information, National Library of Medicine (Bethesda, MD). World Wide
Web URL: http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/omim, 2000).

Kromozomal yeniden diizenlenmeler ve baglant1 analizleri anomalilere sebep olan ve
cesitli kromozomlar iizerinde yer alan genlerin ortaya ¢ikmasin saglamistir (McKusick,
1998; Cuticchia, 1995). Bu genlerde meydana gelen mutasyonlarin ¢ogu fenotipe etkisi
olmayan zararsiz molekiiler polimorfizimlerdir. Diger mutasyonlar, organizmanin hayatini
daim ettirecek biyolojik siirecleri engellemektedir. Bu iki ekstrem durum arasindaki
mutasyonlar da fenotipte letal olmayan degisikliklere sebebiyet vermektedir. Tiim bunlar,
dismorfologlar ve klinik genetik uzmanlar i¢in tani ve aragtirma zorluklar1 yaratan tek gen

hastaliklarin1 olusturmaktadir.

Cogu gen ciftler ya da alleller halinde bulunur. Erkeklerde genlerin bazilar1 X veya Y
kromozomlar: iizerinde hemizigot ya da tek olarak yer alir. Genlerin bu durumlarindan
yola cikarak gen mutasyonlarinin fenotipik sonucglari dominant fenotipler ve resesif

fenotipler olarak gruplara ayrilmaktadir.

2.1.6.1. Dominant Fenotipler

"Dominant gen" ya da "dominant mutasyon" terimleri etkilerini fenotipte tek doz
halindeyken gosteren genleri karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir. Bugiine kadar
bildirilen dominant fenotiplerin sayisi resesif fenotiplerin sayisindan fazladir (McKusick,

1998).

Dominant fenotiplere neden olan mutasyonlar ¢ofu vakada yapisal proteinleri
kodlayan genleri etkilemektedir (6rn; Stickler sendromu ve osteogenesis imperfecta sebebi
olan kollajen gen mutasyonlar1) (Tsipouras ve Ramirez, 1987; Knowlton ve ark., 1989). Bu

mutasyonlar embriyogenez esnasinda yapisal anomali olusturmaya elverislidir.

Dominant fenotipler, mutant genin otozom ya da X kromozomu iizerinde olup olmamasina

gore farklilik gostermektedir.
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Otozomal dominant fenotiplerin karakteristik 6zellikleri:
* Erkek ve disi bireyler esit oranda etkilenir.
e Babadan ogula gecis sézkonusu olabilir.
¢ Genellikle sadece bir kusak etkilenir.
¢ Etkilenen bireylerin ¢ocuklar1 %50 olasilikla etkilenir.

e Etkilenmis bireylerin normal ¢ocuklari, cocuklarina mutant geni aktarmaz.

X'e bagli dominant fenotiplerin karakteristik 6zellikleri:
e Erkek ve disi bireyler 1/2 oraninda etkilenir.
e Babadan ogula gecis sozkonusu degildir.
¢ Etkilenmis erkek bireyler fenotipi tiim kizlarina aktarir.
¢ Etkilenmis disi bireylerin ¢ocuklar1 %50 olasilikla etkilenir.
¢ QGenellikle sadece bir kusak etkilenir.

e Heterozigot disi bireyler hemizigot erkek bireylere nazaran daha hafif etkilenirler.

2.1.6.2. Resesif Fenotipler

Bir genin iki kopyasina da ihtiya¢ duyan fenotipler resesif fenotipler olarak
adlandirilir. Anormal gen iiriinii genellikle bir enzim ya da transport proteinidir. Mutasyon
bakimindan homozigot bireylerde, olusan {iriiniin yapisi ve miktar1 olusan mutasyondan
etkilenir. Yalnizca bir kopya mutant geni olan bireyler "heterozigot" ya da "tasiyici" olarak
adlandirilirlar ve gen iirliniiniin yalnizca %50'si bu mutasyondan ekilenir. Boyle bir
mutasyon sonucu genellikle fenotipik degisiklik olusmaz. Bu mutasyondan etkilenen gen
Uriiniiniin dogas1 geregi, resesif fenotipler morfolojiyi degil fonksiyonu bozan metabolik
bozukluklardir. Morfolojik degisimler, genellikle embriyogenez sonrasi ya da postnatal
donemde olusmaktadir.

Resesif fenotipler, mutant genin otozom ya da X kromozomu iizerinde olup

olmamasina gore farklilik gostermektedir.

Otozomal resesif fenotiplerin karakteristik ozellikleri:
¢ Erkek ve disi bireyler esit oranda etkilenir.

® (Cocugun etkilenmesi i¢in her iki ebeveynin de tasiyici olmasi gerekmektedir.
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e Ebeveynler (heterozigot tastyicilar) genelde normaldir.

e Tasiyic1 ebeveynlerin ¢cocuklart %25 olasilikla, etkilenmis, %50 olasilikla tasiyici, %25
olasilikla normaldir.

e Nadiren mutant gen populasyonda vardir, biiylik olasilikla da etkilenmis cocugun

ebeveynleri akrabadir.

X'e bagli resesif fenotiplerin karakteristik 6zellikleri:
e Sadece erkekler etkilenmistir.
e Tasiyici disi bireylerin erkek cocuklart %50 olasilikla etkilenir.
e Tasiyici disi bireylerin kiz cocuklar1 %50 olasilikla tastyicidir.
e Babadan ogula gecis sozkonusu degildir.
¢ Etkilenmis erkek bireylerin tiim kizlarina tasiyicidir.
¢ Etkilenmemis erkek bireyler fenotipi aktaramazlar.

e Az oranda disi birey hafif anomaliler gosterebilir.

2.1.7. Malformasyonlarin Multifaktoryel (Bifaktoryel) Sebepleri

Cevresel ve kalitsal faktorler biraraya gelerek malformasyonlari, diger morfolojik
ozellikleri ve fonksiyonel bozukluklar1t meydana getirir. Multifaktdryel kavramda, genetik
ya da cevresel faktorler tek baglarina anormal fenotip olusturmamakta, ancak cevresel ve

genetik bircok faktor varliginda etkilerini gostermektedir (Carter, 1969; Roberts, 1961).

Bir ailede, belirli fenotipin tekrarlama riski genel populasyonunkinden biiyiik ve
Mendel olasiliklarina gore kiiciikse multifaktoryel sebeplerden soz edilir. 1zole noral tiip
defektleri, yarik dudak/damak ve belli bash kardiyak defektler multifaktoryel sebepleri

olan malformasyonlara 6rnektir.

Multifaktoryel sebeplerin karakteristik ozellikleri:
® Erkek ve disi bireyler farkli oranlarda etkilenirler.
e Indeks vakanm birinci, ikinci ve iiciincii derece akrabalarinda tekrarlama riski yiiksektir.
e Tekrarlama riski, etkilenmis ikinci 1. derece akrabanin ortaya ¢ikmasiyla iki katina
cikar.

e Indeks vakadaki fenotipin siddetiyle orantili olarak tekrarlama riski de artar.
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e Indeks vaka daha az etkilenen cinsiyette ise tekrarlama riski artar.

2.1.8. Malformasyonlarin Cevresel Sebepleri

Literatiirde annenin gebelik esnasinda kullandigi ilaglar, maruz kaldigi kimyasallar,
alkol kullanimi, gecirdigi hastaliklar ve annedeki metabolik diizensizliklerin neden oldugu
multip] malformasyon sendromlar1 tanimlanmistir. Fetal alkol sendromu, diabetik anne
cocugu, annede hiperfenilalaninemi bu durumlara 6rnek olarak verilebilir. Teratojene veya
cevresel etkene gebeligin hangi doneminden itibaren maruz kalindig ortaya ¢ikan tabloyu
belirlemektedir. Organogenezisin devam ettigi ilk 8 hafta icindeki etkilenme, degisik
malformasyonlarin ortaya cikmasmma yol agmaktadir. Hangi orgamin ilgili teratojenin

etkisine duyarlilig yiiksekse malformasyon o organda gelisecektir.

Malformasyon sendromlarinin tekrarlamam riski, altta yatan etiyolojik sebebe gore

farklilik gostermektedir (Boduroglu, 2011).
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2.2. DISMORFIK COCUGA YAKLASIM

Dismorfik terimi, diizensiz, anormal, agrili anlamina gelen "dis" ve sekil, bicim
anlamina gelen "morf" kelimelerinden tiiretilmistir. Dismorfik ¢ocuk, viicut bolgelerinde
bir veya daha fazla yapisal bozuklugu bulunan cocuktur (Boduroglu, 2011). Tiim
yenidoganlarin yaklasik % 2'sinde dogustan yapisal bozukluk saptanmaktadir (Boyd ve
ark., 2011). Ulkemizde yapilmis bir calismaya ait bildirilen yenidogan konjenital
malformasyon insidanst % 3.65'tir (Tuncgbilek ve ark., 1999). Yapisal bozuklugu olan
cocuklarda klinik yaklagim ©nem teskil etmektedir. Ciinkii, kesin ve dogru tami ancak
dogru bir Kklinik yaklasimla miimkiindiir. Yapisal bozuklugun uygun bir sekilde
degerlendirildigi bir yaklasim sonucunda bu yapisal bozuklugun olusma zamani,
mekanizmasi, olasi etyolojisi konusunda fikir edinmek miimkiindiir. Bu konularda bir kez
fikir edinildiginde ¢ocuga sonradan yapilacak tanisal testler, tedavi girisimleri ve aileye

verilecek genetik danigsma dogru yonlendirilebilir.

Yapisal bozuklugu olan dismorfik bir ¢cocugu degerlendiren hekimin 6ncelikli olarak
yetkin olmasi gereken alanlar normal yapisal 6zellikler ve normal embriyonik gelisimdir.
Bir yapisal bozuklugun tanimlanmasinda normal gelisimden ve anatomiden sapmanin ne
Olciide oldugunu kaydetmek ve bu sapmanin hangi embriyonik siireclerin etkilenmesi
sonucunda, hangi embriyonik asamada oldugunu saptamak 6nem tasimaktadir. Bu nedenle
yaklasgimi yapan klinisyenin adeta bir dedektif gibi ipuglar1 ve deliller toplar tarzda fizik
muayene yapmast gerekir. Tanisal testleri de ayn1 mantikla yonlendirmelidir. Bir yapisal
bozuklugun prenatal ya da postnatal olusunu, bagka yapisal bozukluklarla birlikteligi olup
olmadigini, prenatal baslangich ise hangi gebelik haftasinda gelismis olabilecegini, birden
fazla yapisal bozukluk var ise aralarindaki sebep-sonug iliskisini, tek bir mekanizmayla
aciklanabilip aciklanamayacagini, komsuluk iliskilerini, embriyonik olarak ortak bir
dokudan koken alip almadiklarini, sebeplerini, teratojenik/genetik/kromozomal bozukluk

olup olmadigini sorgulamalidir (Boduroglu, 2011).
Dogru taniya gidilmesi ve hastanin azami faydayr saglayabilmesi acisindan

yaklasimin sistematik bir bicimde gerceklestirilmesi gerekmektedir. Cizelge 2.10.

dismormik bir ¢ocuga yaklasimda izlenecek yolu 6rneklemektedir.
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Cizelge 2.10. Dismorfik cocugun degerlendirilmesinde kullanilabilecek kontrol listesi

(Clayton-Smith J., 2008)

1. Genel Bilgi Isim
Cinsiyet
Dogum Tarihi
Koken
2. Aile oyKkiisii Ucg kusagi kapsayan aile agaci

Akraba evliligi sorgulamasi

3. Gebelik oykiisii Obstetrik komplikasyonlar

Diabet gibi maternal hastaliklar

Ia¢ ve alkol kullanimi

Anormal bulgular (goriintileme, serumda tarama, amniyon,
CVS)

S1v1 hacmi

Anormal durus

4. Dogum oykiisii Gestasyon

Dogum sekli

Plasenta ve kord damarlar1

Apgar

Dogum agirlig:

Dogumda farketilen malformasyonlar

Kiivoz bakimi

5. Neonatal periyot Beslenme

Sarilik ve solunum problemi gibi komplikasyonlar

6. Genel muayene Elle muayene
Cilt pigmenter anomalileri

Odem, nukal ve genel

7. Dismorfik bulgular | Kranial sekil, suturlar, fontaneller
Fasial bulgular

Kulak sekli ve pozisyonu

G0z mesafesi, kirmizi refleksi, kolobom
Viicut orantis1 ve simetri

Gogiis sekli ve ayrik meme baglari

34



Abdominal duvar

Omurga, sakral anomaliler ya da apendaj

Kol ve bacaklar-uzunluk, egilme, kontraktiirler, eklem gevsekligi
Parmaklar, say1 ve sekil

Palmar cizgiler-fetal pedler

Genital organlar ve anal anomaliler

8. Norogelisimsel

Kas tonusu ve giicii
Fokal norolojik bulgular
Hareketler

Yasa uygun gelisim

9. Laboratuvar

incelemeleri

Karin bolgesi ultrasonu, kalp, beyin

Gerekliyse MRI (anormal goriintiileme, bas biiyiikliigii, ndbetler)
Kemik displazisinden siipheleniliyorsa iskelet taramasi

Rutin hematoloji ve biyokimya

Metabolik

Sitogenetik

Molekiiler genetik

10. Fotograflar

Ebeveynden izinli

Diiz bir arkaplana kars1 ana dismorfik bulgular

11. Takip

degerlendirmesi

Bulgularin klinik ve aileler i¢in tutulmasi
Ebeveynler ile tartisiimast

Testler ve takip i¢in net planlarin yapilmasi
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2.2.1. Tanisal Yaklasim
Dismorfolojik degerlendirme basamaklar1 asagidaki gibi olmalidir:
e Siiphe (konjenital anomaliler, gelisim problemleri, mental retardasyon)
e Oykii
¢ Fizik muayene
e Sentez
e Spesifik testler
¢ Bilinen/bilinmeyen tan1 adina genetik danigsma
® Prenatal tam

e Takip

2.2.1.1. Siiphe

Cocukta asagidaki durumlardan birinin varligr sz konusu ise genetik etiyolojiden
stiphelenilmelidir:

e Konjenital anomaliler, 6rnegin; major anomali ya da 2'den fazla minor anomali
¢ Biiyiime defisiti, 6rnegin; kisa boy, biiyiime-gelisme geriligi

e QGelisim geriligi, mental defisit ya da gelismede gerileme

e Sekonder seksiiel 6zelliklerin gelisiminde yetersizlik

e Kuskulu genital

® Yada basit olarak " normal goriinmiiyorsa"
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2.2.1.2. Oykii

Yapisal defektler ile dogan bir bebegin annesinin gebelik Oykiisiinde gegirilen atesli,
dokiintiilii hastaliklar, kullanilan ilaglar, alkol kullanimi, kimyasal maruziyeti, annenin
meslegi, fetal hareketler, onceki gebeliklerle ilgili bilgiler, tekrarlayan diisiikler ve gebelik
kayiplart dikkatle sorgulanmali, perinatal doneme ait bilgilerden fetal distres, amniyon sivi
miktar1, bebegin gelis pozisyonu ve dogum sekli, ¢cogul gebelik olup olmadigi, dogum
agirhi@, bas cevresi kaydedilip degerlendirilmelidir. Bebegin gelisim basamaklarinin
sorgulanmasi, normalden sapmalarin belirlenmesi, davranis degisikliklerinin kaydedilmesi

de tanisal acidan 6nem teskil etmektedir.

Uc kusagi kapsayan bir aile agaci ile ailede daha once tanimlanmis yapisal defektli
bireyler, tekrarlayan gebelik kayiplari, akraba evliligi olup olmadigi tanimlanmali ve
ailesel kromozomal translokasyon tasiyiciligi veya belli bir sekle gore kalitim gosteren bir
genetik hastaligin varligr konusunda bulgular elde edilmeye calisiimalidir (Boduroglu,

2011).

Dismorfolojik 6ykilyii olusturan basamaklar Cizelge 2.11'de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.11. Dismorfolojik Oykiiniin basamaklar1 (Gupta N ve Kabra M, 2007; Goh
DLM,2001)

Aile OykKiisii

o Uc kusagi kapsayan aile agac1 ve oykiisii:

a. Akrabalik otozomal resessif hastalik riskini arttirir.

b. Erkek kardesleri ve ya maternal erkek akrabalar1 gibi etkilenen erkek hastalar X'e
bagli bir hastalik s6z konusu oldugunu gosterir.

c. Ozellikle erkekten erkege olan vertikal gecis sekli otozomal dominant hastaligin s6z
konusu oldugunu belirtir.

d. Diisiikler, 6l dogumlar ya da erken neonatal donem Oliimleri parental dengeli
kromozomal translokasyon oldugunu diisiindiirmelidir.

¢ Dogumsal defektler
e Diger genetik hastaliklar
e Tekrarlayan diistikler

e Parental yas ve saglik durumu

Akrabalik

Antenatal

e Qlas1 teratojenik maruziyetler

e Tam prosediirii sonuglart (Ultrason, Amniosentez) ve komplikasyonlar (kanama,

yiiksek ates)
e Fetal hareket (baslangi¢c zamani, canlilik)

Perinatal

e (Gestasyon
¢ Dogum komplikasyonlari

e Fetal prezentasyon
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Dogum sekli
Neonatal durumu (canlilik, antropometri, solunum, olctimler, nébetler)

Yenidogan donemi (beslenme, belirgin anomaliler, komplikasyonlar, resiisitasyon)

Post-neonatal

Fiziksel biiyiime (boy, agirlik, bas ¢evresi)

Gelisim basamaklart (formal psikometrik testler, erken kilometre taslari)
Genel saglik (hastalik, operasyonlar, 6zel calismalar)

Nobetler

Gorme ve duymada herhangi bir bozukluk, davranig fenotipi
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2.2.1.3. Fizik muayene

Dismorfik cocugun degerlendirilmesinde en énemli ve tecriibe gerektiren basamaktir.
Dismorfik bir bebegi muayene ederken hekimin tiim viicut sistemlerini gézden gecirmesi
onemlidir. Muayenede Ozellikle yiiz, ekstremiteler ve genital organlarin incelenmesi,
yapisal oOzelliklerinin kaydedilmesi, birbirleriyle iliskileri ve orantilarinin godzlenmesi,
gerekirse Ol¢iimler yapilarak kayit altina alinmasi 6nemlidir. Dismorfik ¢ocukta saptanan

ozellikler diger aile iiyelerinin 6zellikleriyle de karsilastirilmalidir.

Cizelge 2.12. dikkatle incelenmesi gereken bazi onemli dismorfik bulgulari icermektedir

(Boduroglu, 2011).
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Cizelge 2.12. Incelenmesi gereken bazi 6nemli dismorfik bulgular (Gupta N ve Kabra M,

2007)

Inceleme

Antropometri Boy, kilo, bas cevresi, kol boyu, iist segment/alt segment orani
Olgiimler normal yiizdeyi asarsa, genetik taniya gidilmesi
gerekir

Bas Sekil, biiyiikliik, anterior ve posterior fontaneller, alin ve
temporal bolgeler

Sag Renk, dokusu, sagta whorl paterni, sa¢ cizgisi, biiylime

Gozler Egim, interkantal mesafe, sekil, biiyiikliik, kornea, sklera, iris
(renk, kolobom), fundus

Kulaklar Biiyiikliik, pozisyon, sekil

A1z bolgesi Sekil, biiyiikliikk, damak (dar, yiiksek, yarik), disler, dudaklar

(kalin, ince, yarik, sekil), filtrum (kisa, uzun, diiz, belirgin)

Cene-Malar bolge

Mikrognati, retrognati, malar bolge hipoplazisi

Boyun Kisa, uzun, yele boyun

Gogiis Sekil, meme uglar1 aras1 mesafe, sternum

Eller-Ust ekstremiteler Sekil, parmaklar, tirnaklar, klinodaktili, ekstremite uzunluklari,
angulus

Ayaklar-Alt Sekil, parmaklar, bas parmak anomalileri, ekstremite

ekstremiteler

uzunluklari, kal¢a dislokasyonu, 6dem

Cilt

Renk, dokusu, hirsutizm, terleme, pigmenter anomaliler

Degisik bulgularin zaman icinde degisimini izlemek ve tami zorlugu oldugu

durumlarda hastanin bulgularinin diger uzmanlarla paylasilmasi adina muayene esnasinda

ailesinden onay alinarak dismorfik ¢ocugun saptanan yapisal degisikliklerinin ve genel

gorliniimiiniin fotograflanarak kayit altina alinmasi da 6nemli bir adimdir (Boduroglu,

2011).
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2.2.1.4. Sentez

Ayrintili 6ykii ve detayh fizik muayene sonrasi cocugun dismorfik/yapisal anomalileri
olduguna karar verilir. Eger cocukta tek anomali var ise anomalinin ciddiyeti saptanmaya
calisilir. Eger cocukta multipl mindr/major anomaliler s6z konusu ise, tami displazi,

deformasyon, sekans, sendromik, kromozomal ya da teratojenik olarak siniflandirilir.

OMIM, POSSUM, OMD gibi veritabanlar1 ve PubMed gibi literatiir programlari

kullanilarak bilinen vakalarla karsilagtirma yapilir.

2.2.1.5. Spesifik testler

Cocuklarin biiyiikk bir kismi herhangi bir spesifik test gerektirmez. Ancak bazi

durumlarda asagidaki testlerin yapilmasi gerekebilir:

1. Kromozom Analizi (Karyotip): Bilinen bir kromozomal sendromun konfirmasyonu ya
da tamimlanmamis multip] malformasyonlarin varlifi durumunda karyotip analizine
bagvurulur. Gelisim ve biiyiime geriliginin eslik ettigi farkli organ sistemlerinin
anomalilerinde mutlaka karyotip analizi yapilmalidir. Multipl konjenital anomaliler,
kuskulu genital, min6r ve/veya major anomalilere eslik eden gelisim geriligi, bir bireyde
iki tek gen hastalig1 varligi, tekrarlayan diisiikler kromozom analizinin endikasyonlaridir.
Mikrodelesyon sendromuna Ozgii bulgular varliginda ise FISH analizinin yapilmasi
Onerilmektedir.

Cizelge 2.13. etiyolojisinde genetik sebeplerin varligimi diisiindiiren bulgular

verilmektedir.
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Cizelge 2.13. Etiyolojisinde genetik sebeplerin varligini diisiindiiren bulgular

Genel

. Kisa boy ya da uzun boy

. Biiylime-gelisme geriligi ya da obezite

. Anormal bag cevresi: mikrosefali ya da makrosefali

° Anormal bag sekli: brakisefali, skafosefali, trigonosefali

o Degisik viicut orantisi: kisa omurga, kisa ekstremiteler, uzun ekstremiteler

Fasial bulgular

e Sinofrizis
e Hipertelorizm ya da hipotelorizm
e Asagi egimli ya da yukar1 egimli palpebral fissiirler

e Kisa palpebral fissiirler (palpebral fissiirlerin uzunluklar1 genelde iki g6z arasindaki

mesafeye esittir)
¢ Kisa veya uzun burun
e Posterior yerlesimli ya da diisiik kulaklar
e Diiz ya da anormal sekilli kulaklar
e Asag doniik, ince/dolgun, ya da yarik dudak
¢ Diiz ya da uzun filtrum
e Yiiksek ya da yarik damak

¢ Bifid uvula ya da uvula yoklugu

Prognati ya da mikrognati

Eller ve ayaklar

e Brakidaktili
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Araknodaktili (uzun parmaklar)
Klinodaktili

Sindaktili

Polidaktili

Displastik tirnaklar

Anormal ¢izgiler

Cilt ve sa¢

Anormal cilt pigmentasyonu: hemangiom, cafe au lait lekeleri, me¢ ya da whorl
Anormal miktarda sac: sa¢ dokiilmesi, hirgutizm ya da hipertrikoz
Anormal sag ¢izgisi: diisiik sag cizgisi (posterior ya da anterior) ya da acik alin bolgesi

Degisik sa¢ rengi: beyaz percem

Miuiskiiloskeletal

Kisa boyun
Anormal gogiis sekli ya da boyutu: pectus carinatum, pectus excavatum, kisa sternum

Meme bagi anomalileri: ayrik meme baslari, aksesuar meme basi, ice ¢cokiik meme

baslari

Omurga anomalileri: anensefali, ensefalosel, miyelomeningosel ya da spina bifida

occulta stigmatlari (sag, lipom, derin dimfle)
Anormal mafsal sekli

Anormal mafsal hareketi: hipermobilite ya da azalmis hareket aciklig

Karin bolgesi

Karin duvar1 defektleri: omfalosel, gastrosizis
Hepatosplenomegali

Nefromegali
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e Kuskulu genital (Goh DLLM,2001)

2. DNA diizeyinde tek gen defektlerine spesifik molekiiler testler.

3. Norometabolik testler ya da depo hastaliklar1 testleri, anormal kan/iiriner substrat
taramasi. Dismorfizme neden olan lizozomal hastaliklar, peroksizomal hastaliklar ve
kolesterol metabolizmast gibi metabolik hastaliklarin  varligit metabolik testlerin
endikasyonlaridir.

4. Ozellikle norolojik belirtileri, kranial kontur anomalileri, mikrosefali veya makrosefalisi
olan ve bilinen bir tanis1 olmayan hastalarda norogoriintiilleme diisiiniilmelidir. MRI ¢ogu
durumda tercih edilen bir goriintiileme yontemidir.

5. Anomaliye bagh skeletal arastirmalar ( X 1s1nlar1 gibi)

6. Asagidaki durumlar varliginda karyotip analizi icin cilt biyopsisi onerilmektedir:

a. Farkli cilt pigmentasyonu

b. Asimetri

c. 2.-3. parmak sindaktilisi ile 3.-4. parmak sindaktilisi ve bulbdz parmak uglar

(diploid/triploid mozaisizm).

2.2.1.6. Bilinen/bilinmeyen taniya yonelik genetik damsma

Tan1 konulamadigi durumlarda, bu durumun nedenlerini agiklayan bir danismanin

yapilmasi gerekmektedir.

Asagidaki baz1 6zelliklerin ve 6zellik paternlerinin olmasi durumunda tekrarlama riski
% 25'lere kadar ¢cikmaktadir:

¢ Etkilenmis ¢cocuklarin bulunmasi

e Fetal anomalilere baglh 6lii dogum/ge¢ diisiikler
¢ Benzer etkilenmis bireylerin aile dykiisii

e Akrabalik

e Norogelisimsel regresyon

¢ Yiiz ozelliklerinde kabalasma
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Yiiksek risk belirten bulgularin olmamasi durumunda empirik risk % 5 olarak
verilebilir.

Asosiasyon ve sekanslarda tekrarlama riski diisiiktiir. Denovo kromozomal anomaliler
%1'den daha diisiik tekrarlama riskine sahiptir. Tek gen hastaliklarinda ise, tekrarlama riski

kalitim sekline gore degisim gostermektedir.

2.2.1.7. Prenatal tani

Prenatal tani, kesin taniya varildigi durumlarda onerilmektedir (6rnegin DNA tabanl
testlerle konfirme edilmis tek gen hastaliklar1 ve kromozomal defektlerin varliginda).
Bir¢cok durumda, kesin bir prenatal test sonucu elde etmek miimkiin olamamaktadir.
Ancak, rutin antenatal incelemeler ve konjenital malformasyonlar igin yiiksek
¢oziiniirliiklii ultrasonografi faydali olabilmektedir. Ugiincii seviye ve 3D ultrasonografiler

ile fasial profil ve diger dismorfik bulgular basariyla goriintiilenebilmektedir.
2.2.1.8. Takip

Hastanin takibi asagidaki durumlar i¢in 6nemlidir:
® Yeni cikan testler Onerilebilir.

e Ek tibbi sorun ¢ikip ¢ikmadigi ve ilerleyen gelisim siireci izlenebilir.

¢ Sendrom tanimlama sansi arttirilabilir. Bazi dismorfik sendromlarin, ¢ocuk belirli yasa

gelmeden tanimlanmasi zordur.

e Tekrarlama riski daha kolay saptanabilir (Gupta N ve Kabra M, 2007)
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2.3. MiKROARRAY'LER

Biyomedikal arastirmalar, yalnizca bilginin derlenmesi yoniinde degil ayn1 zamanda
yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasi yoniinde ilerlemektedir. Gen ifedelerini arastirmak icin
kullanilan klasik metodlar arastirmacilarin belirli bir zaman icerisinde az sayidaki geni
inceleyebilmelerine olanak tanimaktadir. Yeni teknolojilere duyulan ihtiyac karsilasilan
problemlerin ¢oziimiinii ve terapide kullanilacak yeni potensiyel hedeflerin bulunmasina
imkan tanimistir. Mikroarray’ler arastirmacilarin tek bir deneyde hizli ve verimli bir
sekilde bir¢ok genin ifadesini incelemesini olanakli kilmaktadir. Mikroarray’ler biiyiik
metodolojik ilerleme gostermekte ve arastirmacilara yeni teknolojilerin ne kadar giiclii
araclar oldugunu izah etmektedir. Bilim adamlar1 mikroarray teknolojisini biiyiime ve
gelisimi farkli acilardan anlamak ve bircok hastaligin altinda yatan genetik sebeplerin kesfi

icin kullanmaktadirlar.

2.3.1. DNA Mikroarray’leri

DNA Mikroarray’i, molekiiler biyoloji ve tipta kullanilan multipleks bir teknolojidir.
DNA Mikroarray’i “Features” denen ve herbiri prob (reportor) olarak bilinen pikomol
seviyesindeki spesifik DNA sekanslarindan olusan binlerce mikroskobik DNA
oligoniikleotid noktaciginin dizilenmis serilerinden olugmaktadir. Bu problar, yiiksek-
kararlilikta cDNA ya da cRNA 6rnegini (hedef olarak bilinir) hibritlemede kullanilan kisa
bir gen parcas1t ya da diger DNA elemani olabilmektedir. Prob- hedef hibiridizasyonu,
genellikle hedefteki niikleik asit veriminin goreceli olarak saptanmasi i¢in florofor, giimiis
ya da kemiluminesans —igaretli hedeflerin taranmasiyla incelenir ve kantifiye edilir. Bir
array binlerce probun onlarcasindan olustugu siirece bir mikroarray calismasi bir ¢ok
genetik testin ayni1 anda gerceklestirilmesine olanak tanimaktadir. Bu durum bircok kesfin

hizlanmasini saglamaktadir.

Standart mikroarray’lerde problar yiizey miihendisligi yolu ile kati bir ylizeye
(kimyasal matriks= epoksi-silan, amino-silan, lizin, poliakrilamid ve ya digerleri) kovalent
bag yardimyla tutturulmaktadir. Kat1 ylizey cam ya da silikon ¢ip olabilecegi gibi

mikroskobik boncuklardan da olusabilmektedir.

DNA mikroarray’leriekspresyon seviyelerindeki degisimlerin Olgiilmesi, SNP’lerin

taranmasi, mutant genomlarin sekanslanmasi ve genotiplemede kullanilmaktadir.
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Mikroarray’ler fabrikasyon, caligma, verim, hassasiyet ve maliyet bakimindan farklilik

gostermektedirler.

2.3.2. Mikroarray’in Tarihgesi

Mikroarray teknolojisi, fragmente DNA’nin bir substrata tutturularak ve daha sonra
bilinen bir gen ya da fragment ile problanarak calisilan Southern Blot’tan gelistirilmistir.
Array’lerde ekspresyon profili icin farklit DNA topluluklarinin kullanilmas: ilk olarak 1987
yilinda aciklanmis ve array’lenen bu DNA'’lar interferon tarafindan ifadeleri degisen
genlerin tanimlanmas i¢in kullamlmistir (Kulesh ve ark., 1987). Bu ilk array’ler igne-
spotlama aracinin kullanilmas ile filtre kagidi iizerine cDNA’larin spotlanmasi sonucu
olusturulmustur. Miniatiirize mikroarray’lerin gen ekspresyon profilinde kullanilmas: ilk
olarak 1995 tarihinde bildirilmis (Schena ve ark., 1995) ve mikroarray iizerinde tam
okaryotik genomu (Saccharomyces cerevisiae) 1997 yilinda yayimlanmistir (Lashkari ve

ark., 1997).

2.3.3. Mikroarray Teknolojisinin Prensibi

Mikroarray ardindaki temel prensip iki DNA ipligi arasindaki hibridizasyon,
birbirlerleri ile spesifik olarak baz ciftleri arasinda hidrojen bagi olusturarak eslesen
komplementer niikleik asit sekanslarinin yapisidir. Bir niikleotid sekansindaki yiiksek
sayidaki komplementer baz ciftleri iki iplik arasinda siki bir non-kovalent bagin oldugu
anlamina gelmektedir. Non-spesifik olarak baglanan sekanslarin yikanmasindan sonra,
sadece hibridize olmus olan eslesmis kuvvetli iplikler kalmaktadir. Boylece, bir prob
sekansina baglanan floresans isaretli hedef sekanslar, eslesen bazlarin sayisi,
hibiridizasyon kosullar1 (sicaklik gibi) ve hibiridizasyon sonrasi yikama tarafindan
belirlenen hibiridizasyon giiciine bagh olarak sinyal olusturmaktadirlar. Bir noktaciktan
(feature) gelen toplam sinyal giicii, bu noktacik iizerinde mevcut olan problara baglanan
hedef Ornegin miktarina bagl olmaktadir. Mikroarray’lerde, prob yogunluklarinin farkli
kosullar altindaki yogunluklar ile karsilastirilmasinda ve yeri bilinen probun 6zelliginin

belirlenmesinde goreceli kantitasyon kullanilmaktadir.

2.3.4. Mikroarray’lerin Kullanim Alanlar ve Tipleri
Bir¢ok array cesidi mevcut bulunmakta ve genis ayrimlari yiizeyemi yoksa kodlu

boncuklar {izerine mi diizenlenmis olmalarina gore yapilmaktadir:
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e Klasik kati-faz array’l, “feature” olarak bilinen diizenli mikroskobik ‘“‘spot”larin toplu
halidir ve herbiri spesifik bir probla cam, plastik ya da silikon biogip ( genel olarak
genom c¢ipi, DNA c¢ipi veya gen ¢ipi gibi kat1 bir yiizeye tutturulmustur. Binlerce prob
tek bir mikroarray iizerinde belirli lokasyonlara yerlesmistir.

e Alternatif boncuk array’i, hedef sekansta kullanilandan farkli olarak iki veya daha
fazla boya ile herbiri spesifik bir prob olan mikroskobik polistren boncuklarin toplu

halidir

DNA mikroarray’leri, DNA’y1 taramak i¢in (karsilagtirmali genomik hibiridizasyonda
oldugu gibi-CGH) ya da proteinlere doniisen ya da doniismeyen RNA’y1 (cogu genellikle
reverse transkripsiyon sonrasi cDNA’lardir) taramak i¢in kullanilmaktadir. cDNA ile gen
ekspresyonunun Olciilmesi siireci ekspresyon analizi ya da ekspresyon profili olarak

adlandirilmaktadir.

DNA/oligoniikleotid mikroarray’lerinin en sik goriilen kullanim alani1 gen ekpresyon
analizleridir. Bu teknikte, iki Ornekten izole edilen RNA’lar biiyiikk sayida
cDNA/oligoniikleotidleri iceren cam mikroskop slide’1 iizerine hibritlenmeden ©Once iki
farkli florokrom (genellikle yesil olan siyaniir 3-Cy3 ve kirmizi olan siyaniir 5-Cy5) ile
iagretlenmektedirler. Uyulmasi1 gereken kosullarda gerceklestirilen hibridizasyon sonrasi,
mikroarray tarayicisinda iki florokrom belirli dalgaboylarinda uyarilir ve biyolojik
ornekteki transkript seviyeleriyle orantili olan floresans emisyon sinyalleri tarayici
tarafindan kaydedilir. Mikroarray verileri, ortak biyolojik fonksiyonlar1 tasidigi diisiiniilen,
benzer ekspresyon paterni gosteren genlerin gruplandirilmasina olanak taniyan spesifik

yazilim programlari ile analiz edilemktedir.
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Cizelge.2.14. Mikroarray teknolojileri ve uygulamalari

Teknoloji/ Uygulama

Aciklama

Gen ekspresyon profili

Binlerce genin ekpresyon diizeyleri, belirli
tedavilerin,  hastaliklarin ~ ve  gelisim
basamaklarinin gen ekspresyonu {izerine

etkisi incelenmektedir.

Kargilagtirmali  genomik

(CGH)

hibridizasyon

Farkli hiicre ve yakin ilgili organizmalarda
genom igeriginin (delesyon ve duplikasyon
acisindan) degerlendirilmesini

saglamaktadir.

GenelD

Cogu PZR ve mikroarray teknolojisini
birlestirmektedir. Besin ve yemlerdeki
GDO’larin, hastalik teshisinde hiicre
kiiltiirlerindeki mikoplazmalarin ya da
patojenlerin ~ ID’lerinin  saptanmasinda

kullanilan kiigiik ¢apl array’lerdir.

Cip iizerinde

immiinopresipitasyonu (ChIP)

kromatin

Belirli proteine baglanan DNA sekanslari
bu proteinin immiinopresipitasyonu ile izole
edilebilmektedir. Bu fragmentler daha sonra
mikroarray (tiling array) izerine
hibritlenmekte ve genom boyunca protein
baglanma bdlgelerinin saptanmasi olanakli

hale gelmektedir.

DamlID

ChIP’in analogudur. Ilgilenilen proteinin
baglandig1 genomik bdlgelerin izolasyonu
ve baglanma bolgelerinin saptanmasi icin
mikroarray’i problamada kullanilmaktadir.
ChIP’in aksine, DamlIP’de antikor
gerekliligi yoktur. Ancak protein baglanma
bolgelerinde adenin metilasyonu
gerekmektedir. Bu sayede bu bolgeler secici

olarak amplifiye edilmektedir.
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SNP taramasi

Populasyon icerisinde ya da populasyonlar
arasinda  allellerdeki  tek  niikleotid
polimorfizmlerinin saptanmasini
saglamaktadir.  Genotipleme, adli tip
analizleri, hastaliga egilimin 6l¢iilmesi, ilag-
aday tamimlanmasi, bireylerde germline
mutasyonlarin ~ olusumu,  kanserlerdeki
somatik mutasyonlar, LOH, genetik baglanti

analizlerinde kullanilmaktadir.

Alternatif splicing taramasi

“Exon junction array” dizayni, bir genin
ongoriilen ekzonlarinin  bilinen ya da
potensiyel splice bolgelerine  spesifik
problar  kullanmaktadir.  Tipik  gen
ekspresyon array’i (gen basina 1-3 prob) ve
tiling array (gen basina yiizlerce-binlerce
prob) arasinda bir yogunluk ya da sahaya
sahiptir.  Bir genin alternatif  splice
formlarinin ekspresyonunun incelenmesinde
kullanilmaktadir. Ekzon array’leri farkli
dizayna sahiptir, bilinen ya da Ongoriilen
genler icin herbir ekzonu saptamak adina
diizenlenen problar1 kullanmakta ve farkl
splicing  izoformlarim1  tespit  etmede

kullanilabilmektedir.

Fiizyon gen mikroarray’leri

Kanser oOrneklerinde oldugu gibi fiizyon
transkriptlerinin taranmasinda
kullanilmaktadir. Bu durumun temelindeki
prensip alternatif splicing mikroarray’lerine
dayanmaktadir. Oligo dizayn stratejisi
kimerik transkript baglatilarinin dl¢iimleri
ile fiizyon ciftlerinin ekzon yoniinde

Olctimlerinin bilesiminden olugsmaktadir.

Tiling array

Genom tiling array’leri ilgilenilen genomik
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bolgeyi (bezen tam bir kromozom kadar
biiylik bir bolge) yogun bir sekilde temsil
eden oOrtiisen problardan olusmaktadir. Daha
once bilinmeyen ya da Ongoriilemeyen
transkriptlerin ~ ve  alternatif  splice
formalrinin ~ ekspresyonlarinin ~ empirik

olarak saptanmasinda kullanilmaktadir.
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Cizelge.2.15. Mikroarray uygulamalar1 ve prob/ hedef tipleri

Prob isaretlenmis Ornek | Teknik Uygulama
(Hedef)
Genomik DNA | Genomik DNA | Kargilagtirmali Gen kopya sayisi
(YAC, BAC) fragmentleri Genomik mutasyon caligmasi
Hibridizasyon
(CGH)
Genomik DNA mRNA(cDNA) Kargilagtirmali Kromozomal
Eksprese Olmus | lokasyona baglh
Sekans goreceli ekspresyon
Hibridizasyonu (tim genler)
(CESH)
cDNA/uzun mRNA/cDNA Ekspresyon Profili Goreceli ekspresyon
oligo’lar (bilinen ya da
ongoriilen genler)
Kisa/uzun oligo’lar | Genomik DNA | Genetik goriintiileme | Genotipleme
fragmentleri Polimorfizm
Proteinler Proteinler Protein array Protein aglari,
metabolizma...

2.3.5. Mikroarray’lerin Uretimi

Mikroarray’ler prob sayisina, maliyete, miisteri talebine ve sorulan bilimsel sorunun

tipine gore farkli yollarla iiretilebilmektedir. Array’ler, 10 probtan 2.1 milyon mikrometre-

Olcekli proba kadar olabilmektedir.

2.3.5.1.Yiizey Miihendisligi

flgili uygulamaya yonelik en iyi yiizey ozelliklerini elde etmek icin DNA mikroarray

tiretiminin ilk basamag substrat ylizey miihendisligidir. En uygun yiizey ozellikleri, ilgili

DNA hedefleri i¢in yiiksek sinyal/giiriiltii oram1 saglayanlardir. Genel olarak bu ozellik,

ilgili hedef bolgelerin spesifik olmayan baglanmalarim1 minimize ederken prob yiizey

yogunlugunu ve aktivitesini arttirmaktadir. Yiizey miihendisliginin metodlari; platform

materyaline, tasarima ve uygulamaya gore ¢esitlilik gostermektedir.
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2.3.5.2.Noktah Ve Oligoniikleotid Array’ler

Mikroarray’ler; cam slaytlar iizerine kiiciik punto-noktali igne ile baskilama, onceden
hazirlanmis kaliplar ile fotolitografi, dinamik mikroayna aygitlar1 kullanilarak fotolitografi,
ink-jet baskilama ya da mikroelektrod array’lerde elektrokimya gibi ¢esitli teknolojilerle
tiretilebilmektedir.

Noktali mikroarray’lerde problar; mRNA’lara tekabul eden oligonukleotidler, cDNA ya
da PZR iiriinlerinin kiiciik fragmentleridir. Problar, array’ler iizerine yerlestirilmeden 6nce
sentezlenirler ve daha sonra cam {iizerine “noktalanirlar”. Ortak yaklasim; DNA problari
iceren kuyucuklara daldirilan ve daha sonra her bir prob array yiizeyindeki tasarlanmig
yerlere yerlestiren, robotik bir kol tarafindan kontrol edilen kiiciik punto igne array’lerini
kullanmaktadir. Problarin olusturdugu “hat” hazirlanan problarin niikleik asit profillerini
gostermekte ve deneysel ya da klinik orneklerinden tiiretilen tamamlayici cDNA ya da
cRNA hedeflerini almaya hazir hale gelmektedir. Bu teknik, diinyanin her yerinde
arastirmacilar tarafindan kendi laboratuvarlarinda “in-house” baskili mikroarray’lerin
tiretimi icin kullanmilmaktadir. Bu array’ler her bir deney icin kolaylikla tasarlanabilir,
clinkii arastirmacilar array’ler iizerindeki problar1 ve baskilama yerlerini secebilirler ve
problart kendi laboratuarlarinda sentezleyebilirler ve array’leri lekeleyebilirler.
Hibridizasyon icin lekelenmis Orneklerini meydana getirebilirler, Ornekleri array’ler
izerine hibritleyebilirler ve son olarak da array’leri kendi cihazlariyla tarayabilirler. Bu
durum, her c¢alisma icin tasarlanabilen diisiik maliyetli array’ler saglar ve arastirmacinin
ilgilenmedigi muazzam sayidaki genleri tasiyan pahali ticari array’lerin alis maliyetlerini
onler. Literatiirde, kiiciik boyut ve baskilama veriminin az olmasindan dolayr in-house
noktali mikroarray’in ticari oligoniikleotid array’ler ile ayni seviyede hassasiyete sahip
olmadigini gosteren bir¢ok yayin bulunmaktadir.

Oligoniikleotid mikroarray’lerinde problar, bilinen ya da umulan acik okuma
cerceveleri sekanslariyla eslesmek icin tasarlanmis kisa sekanslardir.  Siklikla
oligoniikleotid  problarin  “noktali”  mikroarray’lerde  kullanilmasina  ragmen,
“oligoniikleotid array” ¢ogunlukla spesifik bir {iretim teknigini tanimlar. Oligoniikleotid
array’ler, kisa oligoniikleotid sekanslarin yiizey {izerine baskilanmasiyla iiretilmektedir.
Bu sekanslar bir geni ya da gen ailesini temsil etmektedir ve intakt sekansin yiizeye
yerlestirilmesi yerine direkt olarak ylizeye sentezlenmektedir. Sekanslar, arzu edilen amaca
gore uzun (Agilent tasariminda 60-mer problari) ya da kisa (Affymetrix tarafindan iiretilen
25-er problar1) olabilir: uzun problar hedef gene spesifik olurken, kisa problar array

boyunca yiiksek yogunlukta noktalanirlar ve iiretilmeleri daha ucuzdur. Oligoniikleotid
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array’lerin tiretiminde kullanilan bir teknik de; 151k ve 1518a duyarli maskeleme ajanlarinin
sekans olusturmada kullanildigr silika substrat iizerine fotolitografik sentezdir. Her bir
uygulanabilir prob, array’i tek niikleotid iceren soliisyonda yikamadan Once secici olarak
“maskesiz”dir. Daha sonra maskeleme reaksiyonlar1 gerceklesirken, diger prob seti farkli
niikleotid maruziyetine kalmadan Once yine maskesizdir. Bir¢cok tekrardan sonra biitiin
problarin sekanslari olusturulmus olur. Siklikla, NimbleGen sisteminde kullanilan

Maskesiz Array Sentezi, genis prob sayisi ve esneklik saglar.

Sekil.2.3. Ink-jet baskilama yontemi ile oligo sentezinin genel mekanizmasi. A: Aktif
mikroarray yiizeyi {izerine niikleotidlerin birikerek ilk tabakayr olusturmasi. B:
Niikleotidlerin slide iizerine basilmasi ile multiple tabakalar meydana gelmesi ve oligolarin
uzamast. C, D: Zincire yeni bir bazin eklenmesi.

(www. chem.agilent.com/SiteCollectionlmages/SurePrint_ABCD.jpg)
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2.4. ARRAY TABANLI KARSILASTIRMALI GENOMIK HIBRIDiZASYON
(aCGH) TEKNOLOJISI

Genetik materyalin net kaybi ya da kazanimi seklinde meydana gelen dengesiz
kromozomal anormallik sonucu insanlar iizerinde bircok genetik bozukluk olugmaktadir.
Klasik olarak, sitogenetikgiler bu tiir anormallikleri bireylerin kromozomlarindan karyotip
elde ederek ve bu karyotiplerdeki bant paternlerini analiz ederek saptamaktadirlar. Ayrica,
1970’lerdeki gelismelerden bu yana, bant paterninin sitogenetik analizi ¢esitli konjenital
anomalisi olan bireylerin klinik degerlendirilmesinde kullanilan primer tekniklerden biri
olarak karsimiza cikmaktadir. Ideal kosullar altinda, yaklastk 5 megabaz (Mb)
biiytikliiglindeki bozukluklar bant analizi ile saptanabilmektedir ki bu tiir kromozomal
diizenlenmeler “mikroskobik” olarak adlandirilmaktadir.

Giemsa ile boyali metafaz kromozomlarinin sitogenetik analizi, dengeli ve dengesiz
yapisal ve sayisal kromozom anomalilerini saptayabilmektedir. Ancak ince kromozom
diizenlenmeleri (< 4 Mb)nin saptanmasi icin yeterince hassas degildir. Floresans in situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi ise, tam1 ¢Oziiniirliigiinii arttirmis ve bu zamana kadar
kromozomal dengesizlik ve diizenlenmelerin saptanmasinda kullanilan bir yontem
olmustur. FISH analizinde, floresans isaretli DNA problar interfaz hiicrelerine ya da
metafaz kromozomlarina spesifik genomik segmentlerin varligini, yerini ve sayisi
belirlemek amaciyla hibiridize edilmektedir. Ancak, FISH analizi zaman alici ve ilgili
kromozomal bolge hakkinda aday kromozomal bolgeler (6rnegin; subtelomerik bolgeler)
ve ifade olmus bolgeler (6rnegin; mikrodelesyon sendromu) acisindan 6n bilgi gerektiren
hedefli bir metoddur. FISH analizi, beklenmedik dengesizliklerin genom diizeyinde
taranmasini  saglamamakta ve yalnizca klinisyen tarafindan fenotipin  klinik
degerlendirmesi sonucu sorulan sorunun cevabini verebilmektedir.

Metafaz CGH’i baslangigcta tiimor sitogenetiginde kullanilan bir ara¢ olarak
gelistirilmistir. Bu teknikte, hasta ve referans genomik DNA’lar farkli renkte isaretlenerek
birlikte bir cam slide iizerindeki normal metafazlara hibridize edilmektedir. Farkli
hibridizasyon sinyalleri ile tiim genom boyunca yaklagik 3-10 Mb coziiniirliigiindeki
kromozomal diizenlenmeler bu teknik kullanilarak saptanabilmektedir.

Metafaz CGH, tanida kullanish bir yontem gibi goriinmesine ragmen, tan1 konulmamais
gelisim geriligi ve konjenital anomali vakalarinin yaklasik %10’unu acikliga kavusturmus,
metafaz kromozomlarinin diisiik ¢oziiniirliigii ve teknik deneyim bu teknolojinin uygulama

yayginligini sinirlamistir.
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Klasik CGH ile ilgili bazi limitasyonlarin tistesinden gelmek i¢in arastirmacilar, CGH
prensibini mikroarraylerin kullanimu ile birlestirmislerdir (Schena ve ark., 1995).

Metafaz kromozomlarinin yerini, robotik olarak cam mikroskop slide’1 iizerine metal igne
ya da cam kapiller ile sabitlenen hedef DNA’larin almasi ¢oziiniirliigii belirgin bir bicimde
arttirmis ve analiz prosediiriinii kolaylastirmistir.

Artik arastirmacilar, kromozomal dengesizlikleri tiim genomda hizli bir tarama
yapmak amaciyla array CGH (aCGH) yontemini kullanmaktadirlar.

Molekiiler Karyotipleme olarak da bilinen Array Tabanli Karsilastirmali Genomik
Hibridizasyon (array based Comperative Genomic Hybridization; aCGH), yiiksek
rezoliisyon, segmental genomik kopya sayis1 varyasyonlarimin (CNV) genom diizeyinde
taranmas1 icin gelistirilen bir tekniktir. aCGH, yiizlerce farkli genomik lokusun DNA
kopya sayis1 kayb1 ve kazanimi acisindan kapsamli bir sekilde sorgulanmasina olanak
tanimaktadir.

aCGH teknolojisi ilk olarak 1997 yilinda Solinas-Toldo ve ark. tarafindan hedef
dizinin cam matriks {izerine immobilize edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Konvansiyonel CGH
in lizerine kurulmus gibi goriinse de duyarlilik alan1 agisindan ¢ok daha ileri bir yontemdir.
Bu alandaki gelismeleri, 1999 yilinda Pollack ve ark. tarafindan array platformu iizerine
cDNA dizisinin immobilize edilmesi ve DNA’daki kopya sayisindaki degismeleri genom
diizeyinde ortaya cikarmak izlemistir. Boylece, farkli renklerdeki florokrom boyalarin
kullanilmas1 ile DNA kopya sayisindaki degisimlere bagli olarak ortaya ¢ikan kromozom
anomalileri, genom boyunca giivenilir bir sekilde tespit edilebilecek ve

siniflandirilabilecektir.

aCGH 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 kiigiik DNA segmentlerinin
(prob olarak bilinirler) diizenli bir sekilde yerlestirilmesiyle tasarlanmaktadir. Problar,
ilgili bolgeyi temsil eden oligoniikleotidler (25-85 baz ¢ifti)den yapay bakteri kromozomu
(Bacterial Artificial Chromosomes; BAC) gibi genomik klonlara kadar degisen boyutlarda
mevcutturlar. aCGH klasik CGH’e gore, problarin metafaz kromozomlarindan daha kiigiik
olmasindan dolayr daha yiiksek c¢oziiniirliige sahiptir. Rezoliisyon seviyesi, problarin

biiyiikliigiine ve DNA problari arasindaki genomik uzakliga bagli olarak belirlenir.
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Son birka¢ yilda aCGH’in gelisimi ve klinik uygulamalar1 bir¢ok genetik hastaligin
molekiiler temelinin aydinlatilmasi ve tan1 calismalarimi oldukga kolaylastirmustir. i1k
olarak kanserdeki genomik denegesizliklerin arastirilmasinda kullanilmak {izere arastirma
teknigi olarak gelistirildikten sonra, aCGH rutinde kullanilan gerekli bir teknik haline

gelmis ve bircok laboratuvarda da sitogenetik metodlarin yerini almaya baslamugtir.

Cizelge.2.16. Array CGH, FISH ve Karyotip analizinin teknolojik acidan karsilastirilmasi

Parametre Array-CGH FISH Karyotip analizi
Rezoliisyon® ++ ++ +

Analitik hassasiyet® + +++ +

Hiicre boliinmesi Gerekli degil Gerekli degil Gerekli

Dengeli anomalilerin saptanmast |- + +

Coklu klonlar1 belirleme - + +

Bilinmeyen anomalilerin |+ - +

saptanmasi

* Art1 ve Eksi isaretlerinin her bir metod i¢in goreceli dereceleri belirtmektedir.
® Saptanabilir en kiiciik anomali
¢ Anomaliyi saptamada gerekli olan minimum anormal hiicre yiizdesi (Maciejewski ve

Mufti, 2008)
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2.4.1. aCGH Metodolojisi

aCGH’de, test ornegi (kan, cilt, amniyosentez ornekleri gibi) ve referans drneginden
elde edilen esit miktarlardaki isaretli genomik DNA'’lar, birlikte DNA hedefleri iceren
array’ler lizerine hibridize edilmektedir. Bazi laboratuvarlar havuzlandirilmis erkek ve disi
kontrol DNA’lar1 kullanirken, bazi laboratuvarlar da bireysel erkek ve disi kontrol
DNA’lar1 kullanmaktadirlar. Farkli laboratuvarlarda ayni-cinsiyet ya da karsit-cinsiyet
kontroller de kullanilmaktadir. Hasta ve kontrollere ait genomik DNA’lar Cyanine 3 (Cy3)
ve Cyanine 5 (Cy5) ile farkli isaretlenmektedirler. Tekrarli sekanslarin hibridizasyonlari
ise Cot-1 DNA ile bloke edilmektedir. Slide’lar mikroarray tarayicilart kullanilarak
gorlintii dosyalar1 olarak taranmaktadirlar. Nokta yogunluklar1 ol¢iilmekte ve goriintii
dosyalar1 Feature Extraction yazilim programlariyla nicel olarak degerlendirilmekte ve
niceliksel analiz programindan ¢ikan text dosyalar1 kopya sayist analizleri i¢in yazilim
programlarina yiiklenmektedir. Floresans yogunluk oranlari, referans ve hasta genomik
DNA’larindaki DNA sekanslarinin kopya sayist ile orantili ¢ikmaktadir. Bir prob
tizerindeki floresans boya yogunluklar1 esit oluyorsa hasta DNA’s1 ile referans DNA’nin
esit kantiteye sahip olduklari; eger degisen bir Cy3:Cy5 orani var ise hasta DNA’sinin
spesifik bir bolgesinde kayip ya da kazam varoldugu sonucu ¢ikarilmaktadir. Bu genomik
dengesizlikler metafaz veya interfaz FISH analizleri, long-range ve Kkantitatif PZR
metodlari, 6zellestirilmis multipleks ligasyon prob amplifikasyonu (MLPA) deneyleri ve
yiiksek rezoliisyonlu diger aCGH platformlar: gibi diger sitogenetik ve molekiiler metodlar

ile valide edilebilmektedir.

Problar (hedefler); yapay bakteri kromozomlar1 (BAC’lar), ya da P1 (PAC) klonlari
(75-200 kb boyutlarinda) formlarinda insan genomik DNA pargalar: olabildigi gibi, kozmit
(30-40 kb boyutlarinda) ve fozmit (40-50 kb boyutlarinda) veya oligoniikleotid (25-85
mer) gibi daha kiiclik insort klonlar1 olabilmektedir. Farkli aCGH platformalarinin
genomik ¢oziiniirliigli, DNA problarinin aralik ve uzunluklar ile belirlenmektedir. Bir¢ok
klinik olarak eleverisli aCGH paltformu; anoploidi, tanimli mikrodelesyon veya
mikroduplikasyon sendromlar1 ve subtelomerik veya diger dengesiz kromozomal
diizenlenmeleri saptamak i¢in tasarlanmis “targeted mikroarrayler’dir. Ayrica hedeflerin 1
klon/Mb ya da 1klon/100 kb gibi olacak sekilde esit araliklarla genomu orttiigii tam-genom
aCGH platformlar1 da mevcuttur. Ticari tam-genom oligoniikleotid arraylerinde 1

prob/6kb’den 1 prob/70 kb’ye kadar olanlar1 mevcuttur. Bazi1 klinik agidan elverisli
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aCGH’ler BAC’lan taklit eden veya rastgele genomik sekanslart hedef alan
oligoniikleotidlerden olusmustur. Ortalama BAC boyutundan daha kiiciik degisimleri
degerlendirebilen “Focused” ya da tam-genom oligoniikleotid arrayleri kullanmanin

avantaji, yliksek rezoliisyon ve gelistirilmis dinamik araliktir (sinyal/giiriiltii orani).

Test Orneginden (kan hiicreleri, cilt hiicreleri, fetal hiicreler gibi) DNA izole
edilmektedir. Kontrol (referans) érnegi DNA’s1 farkli bir floresans boya ile boyanirken
test DNA’s1 spesifik baska bir renkteki floresans boya ile boyanmaktadir. Test ve referans
genomik DNA’lart birlestirilerek mikroarrayler {izerine uygulanmaktadir. DNA’lar
denatiire edildikten sonra tek zincirli olduklarindan dolayi, slide iizerine yayildiklarinda
dizilenmis tek zincirli problar ile hibridize olmaktadir. Daha sonra, dijital goriintiileme
sistemleri yardimiyla slide’in bir resmi cekilmekte ve her bir hedefe hibridize olan isaretli
DNA problarinin goreceli floresans siddetleri dlciilmektedir. Test ve referans hibridizasyon
sinyallerinin floresans orani, genom boyunca farkli pozisyonlarda tanimlanir ve normal
genoma gore test genominda meydana gelen kopya sayisi degisimleri hakkinda goreceli
bilgi vermektedir. Insan genomunun son sekanslanmasi ve genetik materyalin kat1 bir
yiizeyde robotik olarak taranmasinda kullanilan  yiiksek verimlilikteki methodlarin
gelisimi benzeri goriilmemis bir diizeyde submikroskobik kromozomal delesyon ve

duplikasyonlar tespitini kolaylastirmaktadir (Schena ve ark., 1995; Shaffer ve ark., 2007).
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Sekil 2.4. Array CGH: Tiim basamaklar (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Array-

CGH_protocol.svg)

2.4.2. aCGH Teknolojisinin Avantaj ve Dezavantajlari

aCGH teknolojisinin primer avantaji, array lizerindeki temsili lokuslarda andploidi,
delesyon, duplikasyon ve/veya amplifikasyonlari ayni anda tarayabilmesidir. Bu teknigin
kullanilmasiyla gerceklestirilen bir deney binlerce FISH analizine esdegerdedir, aym
zamanda emek ve masraftan da tasarruf edilmektedir. Bunun yani sira, aCGH’in idiopatik
mental retardasyon ve ¢esitli dogum hasarlar1 olan bireylerde submikroskobik kromozomal
anomalilerin saptanmasinda kullanilan giiclii bir ara¢ oldugu kamitlanmistir. Bir¢ok genis
Olcekli calisma, aCGH’in mental retardasyon /gelisim geriligi olan bireylerde kromozomal
anomalileri 10%-20% oraninda saptadigini gostermislerdir. Bu anomalilerin yalnizca 3%—

5% kadar1 diger yontemlerle saptanabilmistir (Shaffer ve ark., 2007).
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aCGH’in temel dezavantaji, dengeli diizenlenmeleri saptayamamasidir. Kopya sayisi
varyasyonlart (Copy Number Variation; CNV) ise aCGH’in siiphe uyandiran kismidir.
CNV’ler fenotipik olarak normal bireylerde bulunmustur ve genel populasyonda yiiksek
frekansta goriilebilirler. CNV’ler ¢ogunlukla kalitsaldir ve genomun 6nemli bir kismini
teskil edebilirler. Tahmin ettigimizden ¢ok daha fazla CNV oldugu ve CNV’lerin ¢cok daha
stk goriildiigii diistiniilmektedir. CNV’lerin nasil genetik varyabiliteye neden oldugu da

heniiz kesinlik kazanmis degildir.
2.4.3. aCGH ile Spesifik Kromozomal Bolgelerin Calisilmasi

aCGH multiple anomalilerin ayni anda saptanmasini saglayip klasik sitogenetik
metodlarina gore daha yiiksek rezoliisyon sundugundan dolay1r arastirmacilar
kromozomlarin belirli bolgelerindeki diizenlenmelere odaklanmislardir. Son yillarda,

aCGH subtelomerik ve perisentromerik diizenlenmelerde oldukg¢a kullanish olmaktadir.

Subtelomerik diizenlenmeler iizerine yapilan c¢aligmalar, aCGH’in insan genomunun
kompleksliligi hakkinda beklenmedik oranda bilgi sunmustur. 13, 14, 15, 21, 22.
kromozomlarin kisa kollar1 ve subtelomerik bolgeler calismalarin biiyiilk bir kismini
olusturmaktadir, ciinkii bu bolgeler gen bakimindan oldukca zengindir (Saccone ve ark.,

1992) ve birgok mekanizma tarafindan yeniden diizenlenmeye meyillidir.

aCGH, her kromozomda tekrarli sentromerik bolgelere dogrudan komsu olan
perisentromerik bolgelerin yeniden diizenlenmelerini de saptamaya olanak tanimaktadir.
Perisentromerik bolegeler instabiliteye meyillidiler, dolayisiyla Williams, DiGeorge ve
Prader-Willi sendromlarina neden olanlar1 gibi bircok mikrodelesyon bu bolgelerde
gerceklesmektedir. Yiiksek derecede tekrarli dizi icerdiklerinden ve klasik G-bantlama ile
tanimlanmalar1  degiskenlik gosterdiginden bu bolgelerin  kromozom analizi ile
degerlendirilmeleri olduk¢a zordur. Dizayn edilen yeni mikroarrayler sayesinde

perisentromerik bolgelerdeki kopya sayisi degisimleri saptanabilmektedir.
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3. GEREC-YONTEM

3.1. Yontem

Sozkonusu calisma retrospektif olup, calismada yer alan hasta grubunu 2010-2012
yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalr’na rutin tam1 amagl genetik inceleme icin basta Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali ve ¢evre merkezlerden sevkedilen,
0-18 yas aras1 77 dismorfik bireyler olusturmaktaydi. Herbir hastadan mor kapakli
EDTA’Ih hemogram tiipiine yaklasik 2 cc. periferik kan alind1 ve kan materyalinin 400 uL
kadar1 aCGH calismasi icin genomik DNA izolasyonunda kullanildi. DNA izolasyonu
sirasinda DNeasy Blood&Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanildi. DNA Kkalitesi
agaroz jel elektroforezi ile kantitesi ise spektrofotometre (NanoDrop ND-1000; NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE) kullanilarak tayin edildi. Array tabanli karsilastirmali
genomik hibridizasyon (CGH array) platformu olarak CytoChip Focus Constitutional
(BlueGnome, Cambridge, U.K) kullanildi. Yeterli kalite ve kantiteye sahip hasta DNA’s1
ve referans DNA (Human Genomic DNA: Male/Female; Promega Corporation, Madison,
USA) CytoChip protokoliine uygun olarak isaretlendi. Isaretlenen hasta DNA’s1 ile
referans DNA birlestirildi ve protokole uygun olarak CytoChip Focus Constitutional v. 1.1.
mikroarray'ler ile 47°C’deki su banyosunda 16-21 saat boyunca hibridizasyona birakildi.
Hibridizasyon siiresi sonunda CytoChip protokoliine uygun olarak yikanan mikroarray'ler,
Agilent G2505B Mikroarray tarayict (Agilent Microarray Scanner; Agilent Technologies,
Palo Alto, CA) ile tarandi ve BlueFuse v2.2 yazilimi (BlueGnome, Cambridge, U.K)

kullanilarak analiz edildi.

Calismanm etik agidan uygunlugu, Kocaeli Universitesi Etik Kurulu tarafindan
degerlendirildi ve onayland1 (KOU KAEK 2012/58). Calismada yer alan hastalar sahsen
olur veremeyecek bireyler olup, aydinlatilmis onam formlar1 ebeveynleri tarafindan

imzalanmistir.

3.1.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Kullanilan Malzemeler:
¢ QIGEN DNeasy Blood&Tissue Kit (50) Cat No:69504
¢ QIAGEN Proteinase K Cat No: 19133-10 mL
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13.

MERCK Ethanol Absolute GR for analysis, 2.5 L. Cat No: 1.009.832.500
% 80’lik etanol

AppliChem Water (Molecular biology grade), 500 mL CAS-No:7732-18-5
1,5 mL’lik Eppendorf tiip

1,5 mL’lik eppendorf tiipe 40 ulL Proteinase K, 400 uLL kan ve 400 uL Buffer AL
pipetlendi ve vorteks ile homojen bir karisim elde edildi.

Karisim, 56°C 1sitic1 blokta 10 dak. inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda karisima 400 uL absolute alkol eklendi ve vorteks ile homojen
bir karisim elde edildi.

Karisimin tiimii DNeasy Mini Spin kolonuna eklendi ve 8000 g’de 1 dak. santrifiij
edildi. ( Kolon karisimin tamamimi1 almadigi takdirde islem 2 kez tekrarlandi.)

Kolonun dibinde toplanan sivi1 atildi. Filtre yeni bir 2 mL’lik collection tiipe konuldu.
Filtreye 500 uLL uL % 80’lik etanol eklendi ve 8000 g’de 1 dak. santrifiij edildi.
Kolonun dibinde toplanan siv1 atild1 ve filtre yeni bir 2 mL’lik collection tiipe konuldu.
Filtreye 500 uL. AW1 eklendi ve 8000 g’de 1 dak. santrifiij edildi.

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

. Filtreye 500 uLL % 80’lik etanol eklendi vel4 000 g’de 1 dak. santrifiij edildi.
. Toplanan s1v1 atild1. Tiip bos haliyle 20 000 g’de 3 dak. santrifiij edildi.

. Filtre 1,5 mL’lik eppendorf tiipii i¢ine yerlestirildi ve 100 uL nuclease icermeyen su

eklendi.
Oda sicakliginda 1 dak. inkiibe edildi ve 10 000 g’de 1 dak. santrifiij edildi.
Filtre atild1, eppendorf tiip icerisinde toplanan DNA -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.2. DNA’larin Kantite ve Kalite Tayini

DNA’nin kantitesi NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)

cihazinda DNA-50 opsiyonu kullanilarak yapildi. DNA’larin 260/280 oranlarinin 1,8 ve

tizeri; 260/230 oranlarinin ise 2,0 ve iizeri olmasina dikkat edildi.
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Sekil.3.1. NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)

DNA'’larin kalite tayinleri agaroz jel elektroforez yontemi ile yapildi. Bu amacgla % 1’lik
agaroz jel hazirlamak icin 0.5 g agaroz tartilarak 50 ml 1XTBE (Tris, Borik Asit, EDTA)
icerisinde kaynatilarak ¢oziildii. Katilasmayacak kadar sogutulan agaroz cozeltisi tarak
ihtiva eden jel tablasina dokiilerek jelin polimerlesmesi beklendi. Jel katilagtiktan sonra,
tarak c¢ikarilarak icerisinde 1xTBE tamponu bulunan elektroforez tanki igerisine
yerlestirildi. Jelin ilk kuyusuna DNA markir yiiklendi. Jel elektroforez tanki gii¢ kaynagina
bagland1 ve jel 1 saat siire ile 100 Volt akim uygulanarak yiiriitiildii. DNA’larin, intakt

olmasina dikkat edildi.

3.1.3. aCGH Metodu

Gerekli Malzemeler

¢ Fluorescent Labelling System (BlueGnome) Igerik: Reaction Buffer, Nuclease free
water, primer solution, dCTP-labelling mix, Cy3 dCTP, Cy5 dCTP, Klenow enzyme,
EDTA solution, DS hybridization buffer (15% dextran sulphate)

¢ AutoSeq G50 kolonlart (BlueGnome)

e COT Human DNA (BlueGnome)

e CytoChip Focus mikroarray'leri 2x (BlueGnome)

e 22x22 mm lamel (Isolab)

e 25 yada 50 pozisyonlu kapakli lam kutusu

e Tween20 (Sigma)
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e 20x SSC [pH 7.0] (250 mL i¢in: 43,825 g NaCl+22,05 g Na;CsHs07.2H,0+ 250 mL
deiyonize su )

e Referans DNA-Male (250 ng/ulL) Promega

e Referans DNA-Female (250 ng/ul) Promega

e 400 ng hasta DNA’s1 (100 ng/uL)

¢ 0,2 mL’lik PZR tiipii

¢ 1,5 mL’lik Eppendorf tiipleri

e 50 mL’lik Falcon tiipleri

3.1.3.1 DNA’nin isaretlenmesi
1. Isaretleme mix’i Fluorescent Labelling System kullanilarak asagidaki tabloda belirtilen

miktarlara gore hazirlandi.

Icerik Cy3 isaretleme mix Cys5 isaretleme mix
(1 reaksiyon icin) (1 reaksiyon icin)

Reaction Buffer 10 uL 10 uL

Nuclease free water 19 uL 19 ul

primer solution 10 ul 10 uL

dCTP-labelling mix S5ul S5ul

Cy3 dCTP 1 uL.

Cy5 dCTP 1 uL.

Toplam 45 ul 45 ul

1. 4 uL hasta DNA’s1 (400 ng) ya da 4 uL referans DNA’s1 (400 ng) ve 45 uL
isaretleme mix’i 0,2 mL’lik PZR tiiplerinde birlestirildi (Cy3 mix hasta DNA’s1 ile,
Cy5 mix referans DNA’s1 ile birlestirilmeli).

2. Thermal cycler’da 5 dak 94°C’de, 5 dak 4°C’de inkiibe edildi.

3. 1 uL Klenow enzimi eklenir ve 37°C’deki thermal cycler’da 16-20 sa inkiibasyona
birakildi.

4. Inkiibasyon sonunda herbir reaksiyona 5 uL EDTA soliisyonu eklendi.
3.1.3.1.1. DNA’nin Piirifikasyonu

1. Her bir tiipe 1,5 mL’lik Eppendorf tiip hazirlandi.
2. AutoSeq G50 kolonlar1, kapaklar1 tizerinde vortekslendi.
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Kapag: ¥ oraninda cevirilerek 2 mL’lik collection tiiplerine yerlestirildi ve 2000x g’de
1 dak. santrifiij edildi.

Her bir kolon 1,5 mL’lik Eppendorf tiiplerine yerlestirildi ve kolonlarin tam ortasina
isaretlenen DNA’lar pipetlendi.

Kapak %4 oraninda kapatildi ve 2000 x g’de 1 dak. santrifiij edildi.

Kolonlar atild1 ve NanoDrop ND-1000 cihazinda, DNA-50 opsiyonunda, 2 uL isaretli
DNA ile kantite ol¢iimleri yapilir.

NanoDrop’ta pmol/ul. ve ng/ulL oranlar1 dikkate alindi. Bu oranlar yardimiyla

asagidaki degerler hesaplandi.

DNA verimi 180-325 ng/ul;

Dye inkorporasyonu 6-15 pmol/pl olmalidir.

3.1.3.1.2. Kombinasyon

1.

Her bir hasta DNA’s1 ile referans DNA’s1 ayni tiipte birlestirildi ve 25 uL COT Human
DNA eklendi.

2. Tipte yaklasgik 3 uL pellet kalacak sekilde 65°C’deki Speedvac cihazinda yiiksek
vakumda santrifiij edildi.

3.1.3.2 Hibridizasyon

1. Siire sonunda isaretli DNA’lara daha O©nceden 75°C’de isitilmis 21 ul DS
Hibridizasyon buffer eklendi.

2. DNA soliisyonlart 75°C’de 10 dak boyunca denature edildi.

3. 18 uL DNA soliisyonu 22x22 mm’lik lameller iizerine pipetlendi (Sekil 3.2).

Sekil.3.2. DNA soliisyonlariin lameller {izerine pipetlenmesi
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4. Ugzerlerine hibridizasyon kalip kagidina gore CytoChip Focus mikroarray'leri

barkodlar1 asag1 bakacak sekilde yerlestirildi.

5. Mikroarray'ler, icerisinde 2XSSC/%50 Formamid (ile 1slatilmis kurutma kagidi

bulunan lam kutularina yerlestirildi (Sekil 3.3).

6. 47°C’deki su banyosunda 3-16 sa hibridizasyona birakildi.

Sekil.3.3. Mikroarray'lerin lam kutusuna yerlestirilmesi

3.1.3.3 Yikama

1. Yikama asamasi asagidaki kosullarda gerceklestirildi.

Yikama Hacim Sicaklik Siire Karistirma Buffer
0 100 mL Oda sicaklig - - *2X SSC/0.05%
Tween20 (Lamellerin
mikroarray'lerden
ayrilmasi)
1 400 mL Oda sicakligi 10 dak 2.5 cm manyetik | *2x SSC/0.05%
balik Tween20
2 400 mL Oda sicaklifi 10 dak 2.5 cm manyetik | **1xSSC
balik
3 500 mL 60°C  (Hybex | 5 dak - *#%0.1xSSC
Microsample
Incubation
System
kullanilmas1
Onerilir)
4 400 mL Oda sicakligi 1 dak 2.5 cm manyetik | ***0.1xSSC

balik
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* 100 mL 20XSSC+0,5 mL Tween 20+ deiyonize su ile 1000 mL'ye tamamlanir

** 25 mL 20XSSC+ deiyonize su ile 500 mL'ye tamamlanir

*#% 5 mL 20XSSC+ deiyonize su ile 1000 mL'ye tamamlanir

2. Yikama islemi sonunda mikroarray'ler 50 mL’lik Falcon tiiplerine konularak 170xg’de

3 dak boyunca santrifiijlenerek kurutuldu ve tarama islemine gecildi.

3.1.3.4 Tarama

1. Mikroarray'ler barkod kisimlar1 iiste gelecek sekilde tarayici kasetlerine yerlestirildi.

2. Kasetler igerisindeki mikroarray'ler tarayici karuseline yerlestirildi.

Sekil.3.4. Mikroarray tasiyan kasetlerin tarayiciya yerlestirilmesi

3. Agilent Scan Control programi agilarak
baslatildi.

asagidaki ayarlar yapildi ve tarama islemi

Tarama alan1 (Scan Region)

X pos: 15Smm Y pos: 3 mm
Width: 52 mm Height: 19,50 mm

Channels (Kanallar) Red&Green
Resolution (Rezoliisyon) 10 um
TIFF 16 bit
PMT %100
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XDR Isaretlenmeyecek

Sekil.3.5. Agilent Mikroarray Tarayicis1 G2505B Modeli

3.1.3.5 Veri Analizi

Tarama sonunda elde edilen TIFF dosyalari1 BlueGnome'un Imageviewer programina
yiiklendi. Bu program yardimiyla iki hastaya ait bilgiyi iceren tek goriintii, herbiri farkl
hastaya ait bilgiyi iceren iki ayr1 goriintii haline getirildi. Her bir goriintii analiz edilmek
tizere BluGnome'un BlueFuse Multi v2.2 yazilimimna (BlueGnome, Cambridge, U.K)
yiiklendi. Goriintiiler, programa iizerinde herhangi bir degisiklik yapilamayacak sekilde
entegre edilmis CytoChip algoritmalar1 yardimiyla delesyon ve duplikasyon agisindan

analiz edildi.
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3.1.3.5.1 BlueGnome CytoChip Constitutional array’lerin 6zellikleri

BlueGnome CytoChip Constitutional array’leri hastalik odakli mikroarray’lerdir.
Hastaliklara iligkin bolgeler, son yayinlardan ve OMIM veritabanindan yararlanarak
secilmistir. Array’ler 97 OMIM hastalig1 ise ilgili bilgi sunmakta ve 143 hastalik iligkili
gen icermektedir. Her bir gen 3’er prob ile temsil edilmektedir.

Cizelge 3.1. BlueGnome CytoChip Constitutional array’lerinde yeralan, bilinen

hastaliklarla iligkili gen ya da lokuslar gostermektedir.

Cizelge 3.1. BlueGnome CytoChip Constitutional array’lerinde yeralan lokuslar

HASTALIK OMIM | LOKUS STTOBAND
1p36 DELETION SYNDROME 607672 | P21127-10 1p36.33
1q21.1 DELETION SYNDROME, 1.35-)B 612474 | NJA 19211
3429 MICRODELETION SYNDROME 609425 | DLG1, PAK? 3029
15q13.3 MICRODELETION SYNDROME 612001 | N/A 15q13.2-133
17q21.31 MICRODELETION SYNDROME 610443 | CRURL, MAPT 172131
2q1121-
22q11.2 DELETION SYNDROME, DISTAL 611867 | N/A qIL3
22q13.3 DELETION SYNDROME 606232 | SHANK3 2q13.33
ADENOMATOUS POLYPOSIS OF THE COLON; APC 175100 | APC 5q22.2
ADRENAL HYPOPLASIA, CONGENITAL; AHC 300200 | NROBI Xp21.2
ALAGILLE SYNDROME 1; ALGS! 118450 | JAG1 20p12.2
UBE3A 15112
ATP10A 15q12
ANGELMAN SYNDROME; AS 105830 | MECP2 Xq28
ANIRIDIA; AN 106210 | PAX6 1pl3
N/A lopl1.2
AUTISM 209850 | RPLIO Xq28
Xp2231-
AUTISM, X-LINKED, SUSCEPTIBILITY T0, 2 300495 | NLGNAX P22.32
AUTISM, X-LINKED, SUSCEPTIBILITY T0, 1 300425 | NLGN3 Xql3.1
AUTISM, X-LINKED, SUSCEPTIBILITY T0, 3 300496 | MECP2 X2
BASAL CELL NEVUS SYNDROME: BNS 109400 | prCit 9422.32
\SDI 5035.2-035.3
H19, IGF2 11pl5.5
KNQ1 1pl5A4p155
BECKWITH-WIEDEMANN SYNDROME: BWS 130650 | (DKNIC 1pl5.4
BRACHYDACTYLY-MENTAL RETARDATION SYNDROME: BDMR 600430 | 751342 2373
BRANCHIOOTORENAL SYNDROME 1: BORI 113650 | EYAL 8q13.3
BRUTON AGAMMAGLOBULINEMIA TYROSINE KINASE: BTK 300300 | BTK X221
BUSCHKE-OLLENDORFF SYNDROME 166700 | N/A 12q14.2-q15
CAMPOMELIC DYSPLASIA 114290 | S0X9 17q243
CECR5, CECRI 2qlL.1
(AT EYE SYNDROME: CES 115470 | CECRo
CHARCOT-MARIE-TOOTH DISEASE, DEMYELINATING, TYPE 1A; (MTIA 118220 | PMP22 17p12
CHARCOT-MARIE-TOOTH DISEASE, X-UINKED, 1; CMTX1 302600 | GJB1 Xql3.1
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CHARGE SYNDROME 214800 | ey 80122
CLEIDOCRANIAL DYSPLASIA: (D 119600 | RUNX2 6123
CORNELIA DE LANGE SYNDROME 1; (DLSI 122470 | NIPBL 5132
TERT 51533
CRI-DU-CHAT SYNDROME 123450 | 723908 5pl5.2
DANDY-WALKER SYNDROME; DWS 220200 | 7IC1, 7104 302
CHD2 15426.1
DIAPHRAGMATIC HERNIA, CONGENITAL 142310 | NR2F2 15426.2
0105293 10pl4
DIGEORGE SYNDROME /VELOCARDIOFACIAL SYNDROME SPECTRUM OF MALFORMATION 2 | 601362 | NEBI 10p12.31
DIGEORGE SYNDROME: DGS 188400 | MIRA, TBXI 2q11.21
DOSAGE-SENSITIVE SEX REVERSAL DSS 300018 | NROB1 Xp21.2
DSCR2 214222
DOWN SYNDROME 190685 | GATAL Xpl1.23
FEINGOLD SYNDROME 1642680 | MY U3
FRAGILE X MENTAL RETARDATION SYNDROME 300624 | FMRI X273
GREIG CEPHALOPOLYSYNDACTYLY SYNDROME; GCPS 175700 | G113 L
HETEROTAXY, VISCERAL, 1, X-LINKED: HTX 1 306955 | 7163 Xq26.3
HIRSCHSPRUNG DISEASE. SUSCEPTIBILITY T0, 1; HSCRI 142623 | RET2 10q11.21
HOLOPROSENCEPHALY 236100 | THEM] 214223
HOLOPROSENCEPHALY 2 HPE2 157170 | SIX3 221
HOLOPROSENCEPHALY 3; HPE3 142945 | SHH 70363
HOLOPROSENCEPHALY 4; HPEA 1429146 | TIF1 18p11.31
HOLOPROSENCEPHALY 5 HPE 609637 | 7162 1332.3
HOLT-ORAM SYNDROME; 10 142900 | TBX52. TBX32 1224.21
HYPERGLYCEROLEMIA 307030 | GK3P Xp21.2
HYPOPARATHYROIDISM, SENSORINEURAL DEAFNESS, AND RENAL DISEASE 146255 | GATA3 10pl4
ICHTHYOSIS, X-LINKED: XL1 308100 | $18 Xp22.31
JACOBSEN SYNDROME: JBS 147791 | N/A 11q23.1-q24.1
JOHANSON-BLIZZARD SYNDROME; JBS 243600 | UBRI 15q15.2
JOUBERT SYNDROME 4 JBTS 609583 | NPHPI 213
KABUKI SYNDROME 147920 | NJA 822
KALIMANN SYNDROME 1; KALI 306700 | KALL Xp22.31
LERI-WEILL DYSCHONDROSTEOSIS: LWD 127300 | SHOX! Xp22.33
LISSENCEPHALY, X-LINKED, 1; LISX1 300067 | DX X234
MENTAL RETARDATION, X-LINKED, WITH PANHYPOPITUITARISM 300123 | S0X3 X271
METACHROMATIC LEKODYSTROPHY 250100 | ARSA 2q13.33
MICROPHTHALMIA, SYNDROMIC 7; MCOPS7 309801 | HOCS, ARHGAPG Xp22.2
PAFAHTBI, YWHAE,
MILLER-DIEKER LISSENCEPHALY SYNDROME: MDLS 247200 | HIC1 17p13.3
NDUFS? 10233
NDUES 2333
NDUFS6 51533
NDUFSA 50112
NDUFAI2L 50121
PTPNTI 11pl1.2
NDUESS, NDUFY1 1q13.2
NDUFY?2 18p11.22
MITOCHONDRIAL COMPLEX I DEFICIENCY 252010 | NDUFS7 19p13.3
) Xp21.1-p21.2
MUSCULAR DYSTROPHY. BECKER TYPE: BMD 300376 | DXST Xpll.3
MUSCULAR DYSTROPHY, DUCHENNE TYPE; DMD 310200 | DD Xp2L.1-p21.2
NAIL-PATELLA SYNDROME: NPS 161200 | INXIB 94333
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NEPHRONOPHTHISIS 1: NPHP1 256100 | NPHPI 213
NEUROFIBROMATOSIS, TYPE I: NFI 162200 | NFI 17q11.2
NEUROFIBROMATOSIS, TYPE II; NF2 101000 | NF2 2q12.2
NEUROPATHY, HEREDITARY, WITH LIABILITY T0 PRESSURE PALSIES; HNPP 162500 | PMP22 1712
NOONAN SYNDROME 1: NSI 163950 | PTPN11 122113
PELIZAEUS-MERZBACHER DISEASE: PND 312080 | PIP1 Xq22.2
POLYCYSTIC KIDNEY DISEASE, INFANTILE SEVERE, WITH TUBEROUS SCLEROSIS:
PKDTS 600273 | PKD1 16p13.3
POTOCKI-LUPSKI SYNDROME; PTLS 610883 | RAIL AP, FUIL | 17p11.2
POTOCKI-SHAFFER SYNDROME 601224 | ALXA, EXT2 11pl1.2
PRADER-WILLI SYNDROME; PWS 176270 | SIMI 60163
PRADER-WILLI SYNDROME; PWS 176270 | SNRPN, NDN 15q11.2
RETINOBLASTOMA: RBI 180200 | RBI 13q14.2

(KL Xp22.13
RETT SYNDROME: RTT 312750 | MECP2 Xq28
RIEGER SYNDROME, TVPE 1: RIEG] 180500 | PITX2 1425
RUBINSTEIN-TAYBI SYNDROME; RSTS 180819 | CREBBP 16p13.3
SAETHRE-CHOTZEN SYNDROME; S(S 101400 | TWISTI 7211
SEX-DETERMINING REGION Y: SRY 180000 | SRY e
SMITH-MAGENIS SYNDROME: SMS 182290 | RAIL MFAPL FL | 17p11.2
S0T0S SYNDROME 117550 | NSDI 5035.2-035.3

USPOY, UTY Yql1.21

(DY2B! Yql1.221

JARIDID Yql1.222

NR_001537, Yql1.223

DAZ31, DAZI,
SPERMATOGENIC FAILURE, NONOBSTRUCTIVE, Y-LINKED 415000 | DAZ2!
SPLIT-HAND/FOOT MALFORMATION 1: SHEM1 183600 | SHEM1 70213
SPLIT-HAND/FOOT MALFORMATION 3: SHEMS3 600095 | FBXWA 10q24.32
SPLIT-HAND/FOOT MALFORMATION 4: SHFM{ 605289 | P63 3026
SPLIT-HAND/FOOT MALFORMATION 5: SHFM5 606708 | DIXI, VX2 2311
SYNPOLYDACTYLY 1; SPDI 186000 | HOXDI3 2311
TOWNES-BROCKS SYNDROME; TBS 107480 | SALLI 16q12.1
TRICHORHINOPHALANGEAL SYNDROME, TYPE I; TRPSI 190350 | TRPS1 80233

TRPS] 80233
TRICHORHINOPHALANGEAL SYNDROME, TYPE II; TRPS2 150230 | EXTI 824,11

TS01 943413
TUBEROUS SCLEROSIS: TS 191100 | 1862 16p13.3
VELOCARDIOFACIAL SYNDROME 192430 | ARVE, TBX1 2q1121
WILLIAMS-BEUREN REGION DUPLICATION SYNDROME 609757 | N/A 7q11.23

GTF2IRDI,

MLXIPL, BAZIS,

FIN, REC2,

WESCR22. FKBP6,

GTF2L, IAT2,

BCLTB, TBL,

CLIP2, EIF4H,

LIMK1, WBSCR27,

WESCRI6, FZD9,
WILLIAMS-BEUREN SYNDROME; WhS 194050 | WRS(R23 7q11.23
WILNS TUMOR 1: WTI 194070 | WT1 11pl3
WILMS TUMOR, ANIRIDIA, GENITOURINARY ANOMALIES, AND MENTAL RETARDATION | 194072 | PAX6 1pl3
WOLF-HIRSCHHORN SYNDROME: WHS 194190 | WHSCI 163
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MSX1 4pl16.2

X INACTIVATION-SPECIFIC TRANSCRIPT; XIST 314670 | XIST2 Xql3.2

3.1.4 Postnatal Kromozom Analizi
3.1.4.1 Periferik Lenfosit Kiiltiirii
Kiiltiir

Hastadan yaklasik 3cc heparinize kan alinir.

Her hasta icin 2 tiip hazirlanir.

Bu tiiplere 12 damla hasta kani, Scc besiyeri eklenir.

Tiipler 37°C’lik etiivde 72 saat inkiibe edilir.

Tiiplere 70. saatte 0,2cc kolsemid eklenir ve 2 saat daha inkiibasyona devam edilir.
72. Saatte tiipler etiivden alinip 1300 rpm’de 8 dk. santrifiij edilir.

Santrifuj isleminden sonra supernatant atilir. Vorteksle,tiiplerin iizerine 7ml’e
kadar KCL damla damla eklenir.

Tiipler 40 dk. Etiive kaldirilir.

Etiivden c¢ikarilan tiiplere 1’er cc fixatif, enjektorle damlatilarak pipetaj yapilir.
Tiipler santrifiije koyulur.

Supernatant pasteur pipetiyle 2ml’ye kadar cekilip bosaltilir. Pellet kismina zarar
vermemeye 6zen gosterilir.

Vorteksle , tiiplerin iizerine 5ml’ye kadar fiksatif damla damla eklenir.

Tiipler +4 °C’de 15dk. bekletilir.

Buzdolabindan ¢ikarilan tiipler 1300rpm’de 8 dk. Santrifiij edilir.

Supernatant atilir. Fiksatifle Sml’e kadar vortekslenerek damlatilir.

Tiipler berraklagincaya kadar yikama islemine devam edilir.

Preparasyon

Yayilacak olan tiipler 2 kez yikanur.

Tiiplerdeki pellet durumuna gore, genellikle 2cc’ye kadar cekilip bosaltilir ve
pipetaj yapilir

Her hasta icin her tiipten 2’ser slayt yayilir.

Slaytlarin iki tanesi once buhara tutulup sonra yiiksekten 6-7 damla materyal
damlatilir.

2 slayt ise bire bir oraninda hazirlanmis olan ters fiksatif damlatilip daha sonra

materyal yiiksekten damlatilir.
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e Slaytlar dikey bir sekilde kurumaya birakilir.
e Kuruyan slaytlar tepsiye dizilerek yaslandirili
Boyama
e Birine PBS, ikincisine PBS ile sulandirilmis tripsin, ve digerine de gurr buffer-
leishman solusyonu konmak iizere 3 beher hazirlanir.
e Farkli hastalardan alinan 2 slayt once tripsine(1-2sn) sonra PBS’e daldirilip
calkalanir ve cikartilir. Daha sonra 2-3 dk. boyada bekletilir.
¢ Distile su ile boya uzaklagtirilir.
e Slaytlar kuruduktan sonra mikroskop altinda bant ve boya kontrolii yapilir.
3.1.4.2 Kromozom analizi
Her hasta basina en az 20 metafaz Cytovision kromozom analiz programinda islenerek

degerlendirilir. ISCN 2008’e gore raporlandirilir.

3.1.5 FISH yontemi
3.1.5.1 Prehibridizasyon
¢ FISH uygunlanacak hastaya ait pelletten 5-6 damla slayta damlatilir.
3.1.5.2 Denaturasyon
e |ul prob,12 pl hibridizasyon soliisyonu,]I ul COT-1 DNA karisiminin tamami
slayta damlatir.
e Slaytin iizeri lamelle kapatilip rubber soliisyonu ile etraf1 kaplanir.
e 5dk 75 °C’de denature edilir.
3.1.5.3 Hibridizasyon
e 16 saat 37 °C’de inkiibe edilir.
3.1.5.4 Posthibridizasyon
e Slaytin iizerindeki lamel kaldirilir.
e 45sn 72 °C’lik 0,4XSSC soliisyonu ile muamele edilir.
¢ 30sn oda sicakligindaki 2XSSC soliisyonunda bekletilir.
e Slaytlar tam kurumadan, Vectashield ve DAPI karisimi slayta uygulanir.
e Lamelle kapatilarak -20 °C’ye kaldirilir.
3.1.5.5 Analiz
® Floresan mikroskobunda, kullanilan probun o6zelligine uygun filtrelerde analiz

yapilarak sinyal paternleri degerlendirilir.
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3.1.6 Postnatal kromozom analizinde kullanilan soliisyonlar

Besiyeri Hazirlama
e HAM’s besiyerinin igine
¢ 20 ml Fetal bovine serum
¢ 4 ml fitohemaglutinin,
e 2ml penisilin

¢ 3ml L-glutamin eklenir.

KCl Hazirlama
e 1,1 g KCL
e (.2 g. C6H5Na307 (trisodyumsitratdehidrat)

e 300 ml distile suyla hazirlanir.

Fiksatif
e 3 birim metanol
e | birim asetik asit

e Taze olarak kullanilmalidir.

Tripsin
¢ (.02-0.04 (ideal olan 0.03 g.) hassas tarti ile tartilir. Giincel olan 0,1g tripsin
o Uzerine 50 ml PBS eklenir.

o Mezure hazirlanir.

Gurr buffer
e 1000 ml distile su
e | tablet Gurr Buffer

e Erimesi icin magnetik karistiricida karistirilir.

PBS
e &g NaCl
e (0.2g KCL

e 1.14 g Na,HPO,
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e 02g KH,PO,

¢ Distile su ile 1000ml ye tamamlanir

Leishman
Stok Boya;
¢ 800 mg leishman
¢ 400 ml metanol
e Magnetik karistirict 70 °C ye ayarlanir
e 750-1000 rpm devirde tiim gece kapagi tam kapatilmadan doner.

¢ Boya hazirlanan sise 151k almamasi i¢in aluminyum folyo ile kapatilir.

Boyama isleminde kullanilacak olan boya;
¢ |Birim stok boya(40ml)
e 4Birim GURR Buffer (160ml)

¢ Boyama kutusuna hazirlanir.

3.1.7 FISH tekniginde kullanmilan soliisyonlar
20XSSC
e 1753 gNaCl
e 88,2g Sodyum Sitrat
¢ Distile su ile 1000ml’ye tamamlanir.
2XSSC

e 10ml 20XSSC

e 90ml distile su

0,4XSSC

e 2ml 20XSSC

e O8ml distile su
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4. BULGULAR

Bu calismada, dismorfik bulgulart (major ya da minér anomaliler) olan ve
etiyolojisinde kromozomal anomali oldugu diisiiniilen 49 erkek( %64,1), 28 ki1z(%35.9)
olmak iizere toplam 77 hasta 1 Mb rezoliisyonundaki BAC tabanli array CGH ile

degerlendirildi. Herbir hastanin DNA's1 isaretlenip "normal" referans DNA ile hibritlendi.

Yapilan array CGH deneyleri sonucunda 18 hastada (%24.4), 19 farkli kromozomal
anomali saptandi. Bu anomalilerden 8’ini duplikasyonlar, 11'ini delesyonlar
olusturmaktaydi. Delesyonlar Sp, 6q, 8p, 9p, 10q, 13q, 15q, 21q, 22q bolgelerinde;
duplikasyonlar ise 1q, 2q, 5p, 7q, 13q, 21q, Xp bolgelerinde bulunmaktaydi. Bu
anomalilerden 13'ii 5 Mb'dan biiyiik, 6's1 ise 5 Mb'dan kii¢iiktii. Anomalilerden en kii¢iigii
1,786,458 b¢ uzunlugunda, en biiyligii ise 63,160,941 b¢ uzunlugundaydi. Bu 18 hastadan
2’sinde (70 ve 79 No’lu hastalar) baslangiclart aymi fakat bitisleri farkli olan
(9)(p24.3p22.3) delesyonu saptandi.

Saptanan tiim kromozomal anomalilere ait array CGH profilleri Sekil 4.1'de

gosterilmektedir.

Parental kromozom analizi yapilabilen 6 hastanin 4'tinde de novo kromozomal
anomali saptandi. Calismadaki 74 No’lu hastanin S5p bolgesinde saptanan delesyon ve
duplikasyonlarin; 83 No’lu hastanin 7q bolgesinde saptanan duplikasyon ve 8p bolgesinde

saptanan delesyonun paternal kaynakli oldugu bulundu.

Calismamizda yer alan 77 hastanin 32’sine kromozom analizi de yapilmistir. Bu 32
hastanin 13’iinde (% 40,6) kromozom analizi sonucu aberasyonlar bulunmus, 19'unda
(%59,4) ise kromozom analizi ile herhangi bir aberasyona rastlanmamistir. Kromozom
analizi yapilan 32 hastanin 3'linde (71, 83, 84 No'lu hastalar) (%9.4) kromozom analizinin
saptayamadigi kromozomal anomaliler bulunmustur. Kromozom analizi sonucu 46,XX,ins
(6;3)(g23;927921?) karyotipi saptanan 46 No’lu hastada array CGH sonucu herhangi bir
aberasyona rastlanmamistir. Kromozom analizinde normal karyotip saptanan 19 hastanin
I’inde (84 No’lu hasta) (% 5,3) array CGH ile submikroskobik 8p23.1 delesyonu

saptanmistir.
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Bu hastalardan 1 No’lu hastanin karyotip sonucu 48,XX,+21,+mar bulunmus, fakat
yapilan array CGH analizleri sonucunda yalnizca 21. kromozom {iizerindeki duplikasyon

goriilebilmis, marker’in ne oldugu belirlenememistir.

Down sendromu siiphesiyle laboratuarimiza gelen ve karyotipi 46,XY,inv(9)(p11q13)
olan 71 numarali hastada yapilan array CGH analizleri sonucunda kromozom analizi ile
goriilen inversiyon saptanamamis, ancak 22ql11.21q11.23 bolgesinde 4,727,892 bg
biiytikliigiinde delesyon saptanmistir. DiGeorge N25 FISH probu (Cytocell 22ql11.2

bolgesi) ile yapilan verifikasyon ¢alismalarinda delesyon goriilememistir.

Karyotipi 46,XX,del(13)(q14-q31.?) olan 76 No’lu hastanin array CGH sonucunda
delesyon bolgeleri [(13)(q14.2q31.3)] net olarak belirlenebilmistir.

Ring kromozomu olan 46,XY,r(21)(pter;q22) karyotipli 77 No’lu hastanin kayba
ugrayan belli baglica genlerinin (21)(q22.2q22.3) bolgesindeki TMPRSS3, CBS, CRYAA,
CSTB, AIRE, ITGB2, COL18A1, COL6A1, COL6A2, FTCD, PCNT oldugu saptanmistir.

Mozaik 45,XY,-13[17]/46,XY rec(13)(dup)(13)(q31)r(13)(q11q34)[83] karyotipine
sahip 80 No’lu hastada array CGH sonucunda (13)(q31.1q34) duplikasyonu saptanmis, 13.

kromozoma ait herhangi bir delesyona rastlanmamuistir.

Karyotipi 46,XX,add8(p22—pter) olan 83 No’lu hastada gerceklestirilen array CGH,
karyotipi acgiklayan (7)(q31.319q36.3) bolgesinde duplikasyon, (8)(p23.3p23.2) bolgesinde

ise delesyon saptamistir.
Calismada yer alan 77 hastaya ait genotip ve fenotip bulgular1 Cizelge 4.1'de

ozetlenmektedir. array CGH ile saptanan kromozomal anomalilere ait detayli bilgi ise

Cizelge 4.2'de belirtilmektedir.
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A. Hasta No:1 [dup(21q11.2g22.3)]
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B. Hasta No:69 [dup(1)(q41q43)]
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C. Hasta No:70 [del(9)(p24.3p22.3)]
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D. Hasta No:71 [del(22)(q11.21q11.23)]
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E. Hasta No:72 [dup(2)(q31.2q37.3)]
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F. Hasta No:73 [dup(1)(q25.3g42.11)]
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G. Hasta No:74 [del(5)(p15.33p14.3), dup(5)(p14.3p13.3)]
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H. Hasta No:75 [dup(X)(p22.33)]
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1. Hasta No:76 [del(13)(q14.2q31.3)]
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J. Hasta No:77 [del(21)(q22.2q22.3)]
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K. Hasta No: 78 [del(15)(q13.2q13.3)]
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L. Hasta No:79 [del(9)(p24.3p22.3)]
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M. Hasta No: 80 [dup(13)(q31.1q34)]
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N. Hasta No:81 [del(6)(q26q27)]
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O. Hasta No:82 [dup(X)(p22.33p22.2), del(6)(q27)]
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P. Hasta No:83 [dup(7)(q31.31q36.3), del(8)(p23.3p23.2)]
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R. Hasta No:84 [del(8)(p23.1)]
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Kromozomal anomali saptanan hastalara ait tiim genom (1-22, X. Y kromozomlari1) ve
anormal kromozom goriintiileri. Tiim genom goriintiisiindeki y ekseni sinyal oranlarinin
log, tabanindaki karsiligini, x ekseni ise yesil noktaciklarla temsil edilen klonlarin
bulundugu kromozomlar1 gostermektedir. Kromozom ideogramlarinda kirmizi renk

delesyon varligini, yesil renk ise duplikasyon varligini1 belirtmektedir.

Sekil 4.1. Saptanan tiim kromozomal anomalilere ait array CGH profilleri
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Cizelge 4.1. Calismada yer alan 77 hastaya ait genotip ve fenotip bulgular1

Hasta | Cinsiyet | Yas | Dismorfik Bulgular Karyotip FISH array CGH
No Sonucu
1 K 1 Yukar1 egimli palpebral fissiirler, diisiik 48,XX,+21,+mar - dup(21q11.2922.3)
yas | kulaklar, basik burun kokii,
makroglossi, retrognati
2 E 10 Frontal bossing, basik burun kokii, yukar1 - - Normal kromozom
ay egimli palpebral fissiirler, retrognati, kurulusu
hipoplazik ala nasiller, antevert ala nasiller,
epikantus, ayrik meme basi, ¢okilk meme
basi, ayak 2. ve 3. parmaklarda bilateral
pozisyon anomalisi
3 E 11 Dar damak, yiiksek damak, kisa palpebral - Nuc ish(TBX1x2)[100] Normal kromozom
yas | fissiirler, burun ucu ala nasilleri geciyor, Nuc ish(22q13.3x2)[100] kurulusu
retrognati Prob:DiGeorge/TBX1
Probe(22q11) with 22q13.3
deletion syndrome probe
combination TBX1(22q11.2)
Cytocell Cat No.LPU 014
4 E 11 Uzun filtrum, mikropenis, antevert ala - - Normal kromozom
yas | nasiller kurulusu
5 E 3 Uzun filtrum, diisiik kulak, antevert kulak, - - Normal kromozom
yas | displastik kulak, mikrosefali, ayrik meme kurulusu
basi, kisa boyun, brakisefali, yiiksek damak
6 E 2 Mikrosefali, hipertelorizm, asag1 egimli - - Normal kromozom
yas | palpebral fissiirler, tubuler burun, kurulusu
hipoplastik ala nasiller, uzun filtrum, dar
damak yapist, retromikrognati, sirtta
hirsutizm, uzun kirpikler
7 K 7 Yele boyun, diisiik ense-sac ¢izgisi, cubitus - - Normal kromozom
yas | valgus, pectus excavatum, dar alin yapisi, kurulusu

bulb6z burun, uzun filtrum, hipotelorizm,
uzun kirpikler, ince iist dudak, prognati, kol-
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bacak-costalar altinda pigmentasyon, diisiik
kulak, parcali kulak memesi lobu, sirtta-
bacaklarda hirsutizm, ayak parmaklarinda
pozisyon anomalisi, kliteromegali,

hipoplastik labiumlar
8 16 Mikrosefali, araknodaktili, marfanoid - Normal kromozom
yag | gOriiniim, yukar1 egimli palpebral fissiirler, kurulusu
tubuler burun, kisa filtrum, dolgun dudaklar,
bozuk dis yapisi, biiyiik kulaklar
9 15 Uzun yiiz, dar yiiz, retromikrognati, yiiksek - Normal kromozom
yag | damak, uzun boyun, tubuler burun, uzun kurulusu
filtrum, makroorsidizm, burun ucu ala
nasilleri ge¢iyor
10 4 Basik burun kokii, bulbdz burun, uzun - Normal kromozom
yag | filtrum, epikantus, uzun kirpik, yiiksek kurulusu
damak, retrognati, displastik kulaklar,
tapering fingers, kisa boyun, mikropenis,
polidaktili, pes planus
11 2 Mikrosefali, retrognati, ince iist dudak, 46,XY Normal kromozom
yas | bilteral elde Simian, uzun filtrum, derin kurulusu
yerlesimli gozler, genis ayak bagparmagi
12 9 Yiiksek damak, frontal upsweep sag, basik - Normal kromozom
yas | burun kokii, burun ucu ala nasilleri geciyor, kurulusu
hipertelorizm, biiyiik kulaklar, sag gtz
ekzotropya
13 6 Mikrosefali, yiiksek ense-sag ¢izgisi, - Normal kromozom
hipertelorizm, badem seklinde g6z, yukari kurulusu
egimli palpebral fisstirler, bulboz burun,
belirgin filtrum, retromikrognati, 5. parmak
klinodaktili, displastik kulaklar, burun ucu
ala nasilleri geg¢iyor
14 14 Turner stigmatlari, tubuler burun, burun ucu | 46,XX Normal kromozom
yas | ala nasilleri gegiyor kurulusu
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16 4 Mikrosefali, derin yerlesimli gozler, frontal 46,XY Normal kromozom
yas | bossing, tubuler burun, uzun filtrum, ince tist kurulusu
dudak, fasial asimetri, retrognati, ayrik
meme basi
17 13 Yukari egimli palpebral fissiirler, basik 46,XX Normal kromozom
yas | burun kokii, burun ucu ala nasilleri geciyor, kurulusu
kisa filtrum, diisiik kulak, ytiksek damak,
kisa boyun
18 16 Makrosefali, kisa filtrum, asag1 egimli - Normal kromozom
yas | palpebral fissiirler, yiikksek damak kurulusu
19 12 Asagi egimli palpebral fissiirler, tubuler - Normal kromozom
yas | burun, kisa filtrum, ince ist dudak, yiiksek kurulusu
damak, 5. parmak klinodaktili, ayrik meme
bast
20 2 Kranial asimetri, bulboz burun, uzun filtrum, | 46, XY Normal kromozom
yas | displastik kulak, ince tist dudak, ayrik meme kurulusu
basi, asag1 egimli palpebral fissiirler
21 9 Fasial asimetri, dolikosefali, burun ucu ala - Normal kromozom
yas | nasilleri gegiyor, diisiik goz kapaklar1 kurulusu
22 15 Uzun yiiz, basik burun kokii, yukari egimli 46,XX Normal kromozom
yas | palpebral fissiirler, hipertelorizm, kisa kurulusu
filtrum, burun ucu ala nasilleri geciyor,
mikrotia, derin yerlesimli gozler
23 3 Basik burun kokii, uzun filtrum, diisiik ense - Normal kromozom
yas | sag ¢izgisi, kisa boyun, genis boyun, kurulusu
mikrognati, antevert ala nasiller, tapering
fingers
24 3 ay | Mikrosefali, yiiksek damak, dar alin yapisi, 46,XX Normal kromozom
antevert ala nasiller, genis burun kokii kurulusu
25 3 Ptotik gozler, uzun kirpikler, mikrognati, - Normal kromozom
yas | kisa boyun, inmemis testisler kurulusu
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26 3 Derin yerlesimli gozler, displastik kulaklar, - Normal kromozom
yas | yiiksek damak yapisi, dar damak, kiiciik agiz kurulusu
yapisi
27 15 Yiiksek damak, tubuler burun, sendromik - Normal kromozom
yas | boy kisaligt kurulusu
28 12 Biiytik kulaklar, hipertelorizm, epikantus, - Normal kromozom
yas | tubuler burun, antevert ala nasiller, yliksek kurulusu
damak, dar damak
29 5 Frontal bossing, dolikosefali, basik burun - Normal kromozom
yas | kokil kurulusu
30 2 Kranial asimetri, mikrosefali 46,XX Normal kromozom
giin kurulusu
31 15 Sendromik boy kisaligi, 5. metakarp kisaligy, | 46,XX Normal kromozom
yas | yiiksek damak, uzun yiiz, diisiik kulak, kurulusu
kiictik kulaklar, kalkan gogiis
32 5 Antevert ala nasiller, dar damak, yiiksek - Normal kromozom
yas | damak, mikrognati, ayrik meme basi, ince kurulusu
tist dudak, asag1 egimli palpebral fissiirler,
mikrosefali
33 13 Boy kisaligy, iicgen yiiz, uzun yiiz, yiiksek - Normal kromozom
yas | damak, fasial asimetri, 5. parmak kurulusu
klinodaktili, diisiik kulak, hipotelorizm
34 20 Hipotelorizm, epikantus, yukar1 egimli - Normal kromozom
ay palpebral fisstirler, kiigiik kulak, displastik kurulusu
kulak, belirgin glabella, uzun filtrum, kiiciik
eller, uzun falanks
35 7 Belirgin burun kokii, ayrik meme basi, sivri - Normal kromozom
yas | cene yapist, kisa boyun, genis boyun kurulusu
37 6 ay | Mikrosefali, kisa boyun, uzun filtrum, kiicik | 46, XY Normal kromozom
el, kiigiik ayak, antevert ala nasiller kurulusu
38 10 Ayrik meme bagi, belde cafe au lait lekeleri, | - Normal kromozom
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yas | epikantus, yliksek damak, dar damak, kurulusu
displastik kulaklar, yukar1 egimli palpebral
fissiirler, genis burun kokii, basik burun
kokii, dar burun kanatlari, uzun filtrum
40 14 Sag elde Simian, sol elde parsiyal Simian, - - Normal kromozom
yas | sag meme basi ice ¢cokiik, ayrik meme basi, kurulusu
dar damak, yliksek damak, mikropenis,
burun ucu ala nasilleri geciyor
41 7 Strabismus, burun sola deviye, tubuler - Nuc ish(TUPLE1x2)[100} Normal kromozom
yag | burun, ince parmaklar Nuc ish(22q13.3x2)[100] kurulusu
Prob:DiGeorge and 22q13.3
deletion syndrome probe
combination VCFS TUPLEL1
Cytocell Cat No.LPU 004
42 2 Bilateral ayaklarda 2. 3. parmaklarda 46,XX - Normal kromozom
yas | sindaktili, hipertelorizm, belirgin filtrum kurulusu
44 5 Burun ucu ala nasilleri geciyor, basik burun | 46,XX - Normal kromozom
yas | koki, mikrognati, dar damak, yliksek kurulusu
damak, belde cafe au lait lekeleri, retrognati,
mikrosefali, ince tist dudak, belirgin
glabella, antevert kulak, belirgin kulak
45 3 Yarik damak, yarik dudak 46,XX - Normal kromozom
giin kurulugu
46 6 ay | Mikrosefali, blefarofimosis, epikantus, 46,XX,ins (6;3)(q23;927q217) - Normal kromozom
ayaklarda parsiyal sindaktili kurulusu
48 16 Kisa palpebral fissiirler, dolgun gz - - Normal kromozom
yas | kapaklari, strabismus, sivri ¢ene yapist, kurulusu
bulboz burun, tapering fingers, sol ayak 2. 3.
parmaklarda parsiyal sindaktili, hipoplastik
tirnaklar, kisa boyun, genis boyun
49 7 Basik burun kokii, antevert ala nasiller, 46,XX - Normal kromozom
yas | epikantus, genis burun kanatlari, sinofrizis, kurulusu

dar damak, yiiksek damak, displastik
kulaklar, diisiik kulaklar, antevert kulaklar,
kisa el parmaklari, genis el parmaklari, uzun
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filtrum, sol meme basi ige ¢okiik

50 2 Antevert ala nasiller, basik burun kokii, - Normal kromozom
yas | genis burun kokii, dar alin yapisi, diisiik kurulusu
kulaklar, sirtta dogum lekeleri, sol ayak 2. 3.
parmaklarda sindaktili, mikrosefali
51 11 Dolikosefali, dar damak, yiiksek damak, - Normal kromozom
yas | belirgin burun kokii, kisa filtrum, pectus kurulusu
excavatum, belirgin alin, pes planus
52 13 Tubuler burun, belirgin kulak, diigiik kulak, - Normal kromozom
yas | One acili kulak, posterior yerlesimli kulak, kurulusu
pectus excavatum, dar damak, yiiksek
damak, ince parmaklar, uzun parmaklar
53 10 Basik burun ucu, strabismus, tiggen yiiz 46,XY Normal kromozom
yag | goriiniimil, yukar1 egimli palpebral fissiirler, kurulusu
displastik kulaklar, sinofrizis, pektus
karinatum, torakal kifoskolyoz
55 17 Burun sola deviye, yiiksek damak, dar 46,XY Normal kromozom
yas | damak, displastik kulaklar, belirgin filtrum kurulusu
56 2 Basik burun yapisi, burun kanatlari dar, ince | - Normal kromozom
yag | ist dudak, belirgin kulaklar, antevert kurulusu
kulaklar, bilateral elde Simian, belirgin
glabella, ayrik meme basi, belirgin filtrum
57 15 Gobek solunda cafe au lait lekesi, diisiik - Normal kromozom
yas | kulak, asag1 egimli palpebral fissiirler, kurulusu
yiiksek damak, diisiik ense sag ¢izgisi,
retrognati
58 13 Yiiksek damak, diisiik ense sa¢ ¢izgisi, kisa - Normal kromozom
yas | filtrum, sivri cene yapisi kurulusu
59 18 Kisa el parmaklari, kalin el parmaklari, - Normal kromozom
yas | yukari egimli palpebral fissiirler, kisa kurulusu

filtrum, dar damak, yiiksek damak, prognati,
ince iist dudak, diisiik ense sa¢ cizgisi
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60 3 Mikrosefali, sinofrizis, yukar1 egimli - Normal kromozom
yas | palpebral fissiirler, tubuler burun, bilateral kurulusu
kulak oniinde bir adet skin tag, yiiksek
damak, belirgin burun kokii, hipertelorizm,
strabismus, antevert kulak, belirgin kulak,
retrognati
61 9 Antevert kulak, belirgin kulak, - Normal kromozom
yas | hipertelorizm, diisiik ense sag ¢izgisi, dar kurulusu
alin yapisi, dar damak, yiiksek damak, ince
ist dudak, tubuler burun, burun ucu ala
nasilleri gegiyor
62 2 Displastik kulaklar, derin yerlesimli gozler, 46,XX Normal kromozom
yas | bilateral elde parsiyal Simian, frontal kurulusu
bossing, genis burun kokii, basik burun
kokii, yitkksek damak, dar damak, ince el
parmaklari, uzun el parmaklari
64 6 Diisiik kulaklar, dismorfik kulaklar, - Normal kromozom
yag | prognati, ince iist dudak, sagta iki whorl, kurulusu
uzun ¢ene, seyrek kaslar, uzun filtrum,
bulb6z burun, iicgen yiiz
65 5 Displastik kulak, ince iist dudak, genis burun | - Normal kromozom
yas | koki, iggen yiiz goriiniimii, tubuler burun kurulusu
67 2 Basik burun kokii, genis burun kokii, dar - Normal kromozom
yas | alin yapisi, yiiksek damak, uzun filtrum, kurulusu
biiyiik kulaklar, belirgin kulaklar, ince iist
dudak, hipertelorizm
68 1 ay | Yaritk damak 46,XX Normal kromozom
kurulusu
69 9 Mikrotestis, hirsutizm, diisiik alin sa¢ 46,XY,der(10)(10pter—10qter::1g41—1g43) dup(1)(q41q43)
yas | cizgisi, derin yerlesimli gozler, yukar1 egimli

palpebral fissiirler, belirgin glabella, tubuler
burun, kisa filtrum, burun ucu ala nasilleri
geciyor, yiiksek damak, sag elde Simian,
ayrik on disler, retrognati, diigiik kulak,
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displastik kulaklar

70 8 Genis alin yapisi, genis burun kokii, burun 46,XY,del(9)(p22) - del(9)(p24.3p22.3)
yas | ucu ala nasilleri geciyor, uzun filtrum, ince
iist dudak, kiiciik kulaklar, uzun ayak
parmaklari, sag inguinal bolgede beyaz leke,
kuru el derisi, yiiksek ense sac ¢izgisi, asagt
egimli palpebral fisstirler
71 6 Kiiciik kulaklar, displastik kulaklar, tubuler 46,XY,inv(9)(p11q13) DiGeorge N25 negatif del(22)(q11.21q11.23)
yas | burun, badem seklinde goz, yukar: egimli (Cytocell 22q11.2 bolgesi)
palpebral fisstirler, agagi egimli dudak
komissiirleri, retrognati
72 2 ay | Mikrosefali, basik burun kokii, diisiik 46,XX,der(4)(4p16—4q35:2q31.2—q37.3) - dup(2)(q31.2q37.3)
kulaklar, ince iist dudak, hipertelorizm,
antevert ala nasiller, burun ucu ala nasilleri
geciyor, yiiksek damak, dar damak,
displastik kulaklar, diiz filtrum, parsomen
cilt, yukari egimli palpebral fissiirler
73 7 Inmemis testisler, iist iiste binen ayak 46,XY,dup(1)(q22q32) dup(1)(q25.3q42.11)
yag | parmaklari
74 2 Ucgen yiiz, mikrosefali, epikantus, yiiksek 46,XX,rec(5)del(5)(p14)dup(5)(p14) - del(5)(p15.33p14.3),
yas | damak, diisiik ense sag ¢izgisi, ice ¢okiik dup(5)(p14.3p13.3)
meme baglari, yukari egimli palpebral
fissiirler, belirgin glabella, displastik
kulaklar, strabismus
75 9 ay | Inmemis testisler, yarik damak, mikrognati, - - dup(X)(p22.33)
sag dig kulak agenezisi, sol goz kapagi hafif
diisiik
76 1 Pitoz, telekantus, genis alin yapisi, genis 46,XX,del(13)(q14-q31.7) - del(13)(q14.2q31.3)
yas | burun kokii, diiz filtrum, mikrognati,
antevert kulak memesi, iist iiste binen sol
ayak parmaklari
77 12 Mikrosefali, mikropenis 46,XY,r(21)(pter;q22) - del(21)(q22.2q22.3)
yag
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78 3 Basik burun kokii, balik agiz - - del(15)(q13.2q13.3)
yas
79 9 Trigonosefali 46,XY,del9(p22—pter) - del(9)(p24.3p22.3)
yas
80 11 Mikrosefali, uzun filtrum, ince iist dudak, 45 XY ,- Nuc ish(13q14.3x2)[87] dup(13)(q31.1q34)
ay mikrognati, ice kivrik heliksler, diisiik kulak, | 13[17]/46,XY,rec(13)(dup)(13)(q31)r(13)(q11q34)[83] | Nuc ish(13q14.3x1)[13]
basik burun kokii, 5. parmak klinodaktili,
talipes ekinovarus, belirgin alin, yaygin cafe
au lait lekeleri, bifid skrotum, epikantus,
makroglossi
81 9 Skolyoz, yiiksek damak, dar damak, ayrik - - del(6)(q26q27)
yag | meme basi, displastik kulaklar, antevert ala
nasiller
82 13 Sol elde simian, epikantus, basik burun - Nuc ish (N25x2) [100] dup(X)(p22.33p22.2),
yas | kokii, genis burun kokii, dolgun goz Nuc ish (22q13.3x2) [100] del(6)(q27)
kapaklari, dar damak, yiiksek damak, uzun Prob:DiGeorge and 22q13.3
yiiz, talipes ekinovarus, uzun parmaklar, Deletion Syndrome Probe
ince parmaklar Combination VCFS N25
Cytocell Cat. No. LPU 010
83 11 Basik burun kokii, diisiik kulak, displastik 46,XX,add8(p22—pter) - dup(7)(q31.31g36.3),
ay kulaklar, frontal bossing, ince tist dudak, del(8)(p23.3p23.2)
ince alt dudak, uzun filtrum
84 17 Genis alin yapist, tubuler burun, burun sola 46,XY - del(8)(p23.1)
yas | deviye, burun ucu ala nasilleri ge¢iyor, asag1
egimli palpebral fissiirler, displastik
kulaklar, kisa filtrum, prognati, yiiksek
damak, dar damak, ayrik meme basi,
bilateral elde Simian, sol ayak 4. parmakta
pozisyon anomalisi, mikropenis, hipospadias
85 7 Antevert kulak, belirgin burun kokii, tubuler | - - del(10)(q26.2926.3)
yas | burun, ince iist dudak, prognati, dar damak,

yiiksek damak
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Cizelge 4.2. array CGH ile saptanan kromozomal anomaliler

Hasta | Aberasyon (ISCN'e gore) Baslangic- Boyut (b¢) | Genler ! Parental analiz

No Bitis (b¢)

1 arr 21q11.2q22.3( 13,452,809- 13452809- 33,391,668 | LIPI, PRSS7, APP, SOD1, MRAP, IFNAR2, IL10RB, IFNGR2, KCNE2, -
46,844,477x3 ) 46844477 KCNE]1, RUNX1, CLDN14, HLCS, TMPRSS3, CBS, CRYAA, CSTB, AIRE,

ITGB2, COL18AIl, COL6A1, COL6A2, FTCD, PCNT [293]

69 arr 1g41q43(220,105,994x2, 220263850- 16,398,015 | TLRS, LBR, EPHX1, LEFTY1, PSEN2, CABCI1, GJC2, ACTAI, AGT, 46,XY
220,263,850-236,661,865%3, 236661865 GNPAT, EGLNI1, DISCI1, TBCE, LYST, EDARADD, ACTN2, MTR, RYR2 46;XX
237,433,439x2) [379]

70 arr 9p24.3p22.3(94,476- 94476- 16,138,836 | VLDLR, KCNV2, GLIS3, JAK2, GLDC, TYRP1[59] -
16,233,312x1, 17,067,731x2) 16233312

71 arr 22q11.21q11.23(17,919,311x2, 17922051- 4,727,892 SEPTS5, TBX1, TXNRD2, ARVCF, SERPIND1, SNAP29, BCR, IGLLI, -
17,922,051-22,649,943x1, 22649943 SMARCBI [174]
23,583,626x2)

72 arr 2q31.2q37.3(178,166,086x2, 179052797- 63,160,941 | CERKL, NEURODI1, FRZB, COL3A1, COL5A2, SLC40A1, PMS1, MSTN, -
179,052,797-242,213,738x3 ) 242213738 HIBCH, STATI1, STAT4, HSPD1P4, HSPD1PS5, HSPD1P6, HSPD1P1,

HSPDI1, SATB2, CASP10, CASP8, ALS2, BMPR2, CTLA4, ICOS, NDUFSI,
CRYGD, CRYGC, PIP5K3, ACADL, CPS1, ABCAI12, ATIC, FN1,
SMARCALI, PNKD, SLC11A1, ZNF142, CYP27A1, WNT6, FEV, IHH,
NHEJ1, DES, PAX3, IRS1, COL4A4, SLC19A3, SP110, CHRND, GIGYF2,
KCNIJ13, ATG16L1, UGT1A6, UGT1A8, UGT1A7, UGT1A4, UGT1A10,
UGT1A3, UGT1A1, UGT1A9, UGT1AS, COL6A3, MLPH, PER2, CAPN10,
AGXT [389]

73 arr 1925.3q42.11(180,305,079x2, 180970888- 40,472,778 | LAMC2, NCF2, HMCNI1, PRG4, TPR, CDC73, CFH, F13B, ASPM, CRB1, 46,XY
180,970,888-221,443,666x3, 221443666 PTPRC, CACNALIS, PKP1, TNNT2, CHI3LI1, REN, IL10, CD55, CR2, CR1, 46;XX
221,980,831x2) CD46, MIRN29C, LAMB3, HSD11B1, IRF6, RD3, USH2A, TGFB2,

RAB3GAP2, TLRS
[264]

74 arr 5p15.33p14.3(109,395, 234,837- 234837- 19,477,297 | SDHA, SLC6A19, TERT, MTRR, CCT5, DNAHS, ANKH, [58] 46,XY,inv(5)(p14.?pter)
19,712,134x1, 20,505,254x2) 19712134 46; XX
arr 5p14.3p13.3(20,505,254x2, 22389367- 10,440,272 | Bilinmiyor [15]
22,389,367-32,829,638x3, 32829638

33,366,642x2)
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75 arr Xp22.33( 386,805-2,625,871x2, 386,805- 2,239,067 | SHOX [12] -
2,635,912) 2625871

76 arr 13q14.2q31.3(47,801,252x2, 47879024~ 42,554,013 | RB1, PHF11, RNASEH2B, ATP7B, CLN5, EDNRB, SLITRK1 [88] 46,XY
47,879,024-90,433,037x1, 90433037 46;XX
92,590,544x2)

77 arr 21q22.2¢22.3(40,630,702x2, 41459414- 5,385,064 | TMPRSS3, CBS, CRYAA, CSTB, AIRE, ITGB2, COLI8A1, COL6AI, -
41,459,414-46,844,477x1 ) 46844477 COL6A2, FTCD, PCNT [98]

78 arr 15q13.2q13.3(28,170,743x2, 28340564- 2,184,734 | CHRNAT7 [14] -
28,340,564-30,525,298x1, 30525298
30,691,536x2)

79 arr 9p24.3p22.3( 94,476- 94476- 15,216,491 | VLDLR, KCNV2, GLIS3, SLCIAL, JAK2, GLDC, TYRPI [55] -
15,310,967x1, 16,233,312x2) 15310967

80 arr 13q31.1q34(77,893,397x2, 79436649- 34,601,155 | SLITRKI, ZIC5, PCCA, FGF14, ERCCS5, LIG4, COL4A1, CARS2, F7, F10, 46,XY
79,436,649-114,037,803x3 ) 114037803 GRK1 [97] 46:XX

81 arr 6q26q27(162,026,348, 163423536- | 7,339,993 | PACRG, T, THBS2, TBP [36] -
163,423,536-170,763,528x1 ) 170763528

82 arr 6q27(167,196,250x2, 167,885,163- | 167885163- | 2,878,365 | THBS2, TBP [18] -
170,763,528x1) 170763528
arr Xp22.33p22.2(404,510- 404510- 11,128,644 | SHOX, XG, ARSE, NLGN4X, STS, KAL1, GPR143, MID1, HCCS,
11,533,154x3) 11533154 AMELX[42]

83 arr 7q31.31936.3(116,638,395x2, 118064141~ | 39,589,033 | ING3, AASS, TAS2R16, LEP, RBM28, IMPDH1, CALU, FLNC, BPGM, 46,XY,1(7;8)(q31.33;p23.3)
118,064,141-157,653,174x3, 157653174 CHRM2, AKR1D1, TRIM24, ATP6VOA4, TBXAS1, BRAF, TAS2R38, 46,XX
158,625,975x2) PRSS1, KEL, CLCN1, CNTNAP2, KCNH2, NOS3, PRKAG2, EN2, SHH,

LMBR1, MNX1 [276]
arr 8p23.3p23.2( 115,733- 115733- 3,568,458 | CLN8, ARHGEF10[12]
3,684,191x1, 5,181,124x2) 3684191

84 arr 8p23.1(8,235,335x2, 9,203,044- 9203044- 1,786,671 | Bilinmiyor [9] -
10,989,715x1, 11,347,602x2) 10989715

85 arr 10926.2¢26.3(128,130,623x2, 128883697- | 4,777,798 | Bilinmiyor [13] -
128,883,697-133,661,495x3, 133661495

134,176,639x2)

1Fenotipe etkisi oldugu bilinen/diigiinilen genler; toplam gen sayisi parantez iginde bildirilmektedir.
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5. TARTISMA

Kromozomal anomalilerin ¢ogunlukla dogumsal defektlerle sonuclandigi ve
dismorfik bulgular, multipl konjenital anomali, konjenital kalp hastaliklari, gelisim geriligi
ya da mental retardasyona neden olduklar1 bilinmektedir (Schoumans ve ark., 2005;
Aradhya ve ark., 2007; de Vries ve ark., 2005; Krepischi-Santos ve ark., 2006).
Calismamiz, 1 Mb rezoliisyonundaki BAC tabanhi array CGH ile taranmis genis bir

dismorfik hasta grubundan olugmaktadir.

Toplam 77 dismorfik hasta arasindan 18 hastada (%?24.4), 19 farkli kromozomal
anomali saptandi. Menten ve ark. da 140 idiyopatik mental retarde/multipl konjenital
anomalili hastanin 28'inde (%20) 1 Mb rezoliisyonundaki BAC tabanli array CGH ile
kromozomal anomali saptamislardir (Menten ve ark., 2006). Saptanan 19 anomaliden 8'ini
duplikasyonlar, 11'ini delesyonlar olusturmaktaydi. On sekiz hastanin 6'sinin ebeveynleri
kromozomal anomalinin kalitsal ya da de novo olusu agisindan kromozom analizi ile
tarandi. Parental kromozom analizi yapilabilen bu 6 hastanin 4'iinde de novo kromozomal
anomali saptandi ve bu kromozomal anomalilerin normal varyant olmadiklar1 goriildii.
Saptanan de novo kromozomal anomalilerin olusan dismorfik fenotipin sebebi olabilecegi

diistiniilmektedir.

Calismamizda kromozom analizi yapilan 32 hastanin 13"t (% 40.6) anormal karyotipe
sahipti. Kromozomal anomalisi oldugu diisiiniilen 6183 pediatrik hastada yapilan onceki
sitogenetik caligmalarinda kromozomal aberasyon insidansi %21.6 bulunmustur (Shah ve
ark., 1990; Kenue ve ark., 1995; Kim ve ark., 1999; Goud ve ark., 2005). Bizim
buldugumuz degerin bu kadar yiiksek c¢ikmasi, hasta sayimizin az olmasindan, hasta
grubumuzun yiiksek derecede kromozom anomalisi riski olan sec¢ilmis, dismorfik

vakalardan olusmus olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Array CGH ile kromozom analizi yapilmis olan 32 hastanin 3'linde (% 9.4)
kromozom analizinin saptayamadigi klinik ile iligkili kromozomal anomaliler saptanmistir.
Saptanan bu deger, multipl konjenital anomalili/mental retarde hastalar iizerinde yapilan
onceki calismalarda saptanan %10-15 interstisyel submikroskobik anomali degeriyle

uyumludur (Vissers ve ark., 2003; Shaw-Smith ve ark., 2004; de Vries ve ark., 2005;
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Rosenberg ve ark., 2006; Schoumans ve ark., 2005). Kromozom analizi ancak 5 Mb ve
tizeri biiyiikliikteki aberasyonlar1 saptayabilmektedir (Brady ve Vermeesch, 2012). Bu
nedenle caligmamizda yer alan ve array CGH ile 1,786,671 bg biiyiikliigiinde 8p23.1
delesyonu saptanmis olan 84 No'lu hastamizda normal karyotipe rastlanmasi sasirtici

degildir.

Calismamizda literatiire uyumlu olarak, saptanan delesyon sayist (11) duplikasyon
sayisina (8) nazaran fazladir. Bu durum teknik ve biyolojik acidan farkli sebeplerden
kaynaklaniyor olabilir. Teknik olarak, cogu esik degeri algoritmalari delesyonlarla
kiyaslandiginda yanlis negatif duplikasyon sonucu olusturmaya daha elverislidir. Cogu
esik degeri algoritmalar1 delesyon ve duplikasyonlar icin sinir degerini, sinyal yogunluk
oranlarinnin ortalamasindan esik uzakliklarda belirler. Delesyonlarin sinyal yogunluk
oranlar1 oratalamadan daha uzak (1/2 orani), duplikasyonlarin sinyal yogunluk oranlari
ortalamaya daha yakin (3/2 oran1) olmasina ragmen, biiyiik olasilikla bazi duplikasyonlarin
saptanamamasi kaginilmazdir. Biyolojik olarak, genelde duplikasyonlar hafif seyreden bir
fenotipi olusturur. Ayrica, insan genomundaki duplikasyonlar delesyonlardan daha az
olusmaktadir. Van Ommen, delesyonlarin sikligi hakkinda her 8 dogumda 1,
duplikasyonlarin siklig1r hakkinda ise her 50 dogumda 1 olarak tahmin yiriitmiistiir (Van
Ommen, 2005). Bu durumda delesyon vakalarinin sayisinin duplikasyon vakalari
sayisindan yaklastk 6 kat daha fazla oldugu soylenebilir. Multipl konjenital
anomalili/mental retarde vakalarda delesyonlar duplikasyonlara gore yaklasik 2 kat

fazladir.

Array CGH ile 6zgiin fenotipleri olan genomik diizensizliklerin belirlenmesi, de novo
degisimlerin klinik acidan degerlendirilmesini kolaylagtirmakla kalmaz dozu normal
gelisim bakimindan kritik olan genlerin arastirilmasi i¢in taranacak genomik bdlgenin
stnirlarini ¢izmektedir. Karyotipi 46,XX,del(13)(q14-q31.?) olan 76 No’lu hastanin array
CGH sonucunda delesyon bolgeleri [(13)(q14.2q31.3)] net olarak belirlenebilmistir.
Karyotipi 46,XX,add8(p22—pter) olan 83 numarali hastada array CGH sonucu
7q31.31q36.3 duplikasyonu ve 8p23.3p23.2 delesyonu saptanmistir. Yapilan parental
kromozom analizleri sonucunda, de novo aberasyonun 46,XY,t(7;8)(q31.33;p23.3)
karyotipinde dengeli translokasyon tasiyicis1 olan babadan kalitildi§i saptanmis ve
dismorfik fenotipin bu aberasyondan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Parental analizlerin

kopya sayist varyasyonlarin1 (CNV) dislamada onemli bir yeri bulunmaktadir. CNV'ler,
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taniya varmada kafa karisiklig1 yaratmaktadir. Bu kafa karigikligini ortadan kaldirmak igin
parental analiz yapilmali, toplumda normal bireylerde goriilen CNV'ler ile karsilastirilmali,
DGV (Database of Genomic Variants), DECIPHER ( Database of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources) gibi veritabanlarindaki

ayn1 genotipe sahip fenotiplere gore degerlendirme yapilmalidir.

Down sendromu siiphesiyle laboratuarimiza gelen ve karyotipi 46,XY,inv(9)(p11q13)
olan 71 numarali hastada yapilan array CGH analizleri sonucunda kromozom analizi ile
goriilen inversiyon saptanamamis, ancak 22ql11.21q11.23 bdlgesinde 4,727,892 bg
biiytikliiglinde delesyon saptanmistir. DiGeorge N25 FISH probu (Cytocell 22ql11.2
bolgesi) ile yapilan verifikasyon ¢alismalarinda sinyal alinamamistir. Bunun sebebi de
DiGeorge N25 FISH probunun array CGH ile saptanan bolgenin disinda kalmasidir. Array
CGH ile saptanan bu bdlgenin konfirmasyonu i¢in baslangic ve bitis noktasina uygun prob

dizayn edilmelidir.

Hastalardan 1 No’lu hastanin karyotip sonucu 48,XX,+21,+mar bulunmus, fakat
yapilan array CGH analizleri sonucunda yalnizca 21. kromozom {iizerindeki duplikasyon
goriilebilmis, marker’in ne oldugu belirlenememistir. Bu durumda, marker kromozomun
tekrar sekanslar1 iceren akrosentrik kromozomlarin (13,14,15,21,22) kisa kollarindan veya
1,9, 16, Y kromozomlarinin heterokromatin bolgelerinden parcalar tasidig: diisiiniilebilir.
CytoChip Focus Constitutional (BlueGnome, Cambridge, U.K) mikroarray'lerinde bu

bolgelerden sinyal alinabilmesi i¢in gerekli problar bulunmamaktadir.

Array CGH, kromozom/genom diizensizliklerinin tespitinde hizli ve etkin bir
teknoloji olmasina ragmen, dengeli translokasyon ve insersiyonlari, inversiyonlar ve
%30'dan daha diisiik seviyedeki somatik mozisizmleri saptayamamaktadir (Ahn, 2010;
Iourov ve ark., 2008, 2012). Bundan dolayidir ki, kromozom analizi sonucu 46,XX,ins
(6;3)(q23;927921?7) karyotipi  saptanan 46 No’lu hastadaki insersiyon ve
46,XY,inv(9)(pl1q13) karyotipindeki 71 No'lu hastadaki inversiyon array CGH sonucu
goriilememistir.  Ayrica 45,XY,-13[17]/46,XY rec(13)(dup)(13)(q31)r(13)(q11q34)[83]
mozaik karyotipteki 80 No'lu hastada array CGH yalnizca %83 mozaisizm oranindaki
(13)(q31.1g34) bolgesindeki duplikasyonu saptayabilmis, %17 mozaisizm oranindaki 13.
kromozom monozomisini saptayamamistir. Bu nedenle array CGH tabanli metodlar,

hastaliklarin ~ mekanizmalarinin ~ detayli  arastinlmasinda  molekiiler  sitogenetik,
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konvansiyonel sitogenetik, post-genomik ve biyoinformatik teknolojilerle kombine

calisilmalidir.

Array CGH verileri, yalnizca molekiiler taniya degil, hastaliklarin genetik (genomik)
mekanizmalarinin kesfine de imkan tamimaktadir. Bu c¢alismada tespit edilen genler,
dismorfik bulgularin hiicresel ve molekiiler temellerinin tanimlanmasinda biiyiik 6neme

sahiptir ve ileri biyoinformatik analizler gerektirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamiz, dismorfik vakalarda BAC tabanl array CGH yontemiyle yiiksek oranda
kromozomal anomalinin saptanmasiyla sonuclanmistir. Bir¢ok ticari platformun bulunmasi
ve gelistirilmis hibridizasyon protokolleri, array CGH maliyetlerinin diigmesi ile birlikte ve
rutin tanida kullanilabilirligini saglayacaktir. Array CGH'in, rutin tanida normal karyotipli

dismorfik vakalarda giivenle kullanilabilecektir.

Halen, multipl konjenital anomalileri olan vakalarin hangi rezoliisyonlu platformlarla
taranmast gerektigi kafa karistiricidir. 1 Mb rezoliisyonundaki BAC tabanli array CGH
platformlari, 1 Mb'dan daha kiicilk kromozomal anomalileri kagirmaktadir. Yiiksek
rezoliisyonlu array'ler (oligoarray'ler), 1Mb'dan daha kii¢ilk kromozomal anomalileri
saptama olanagi vermektedir. Ancak, yiiksek rezoliisyonlu array'lerin kullanimi mutlaka
tanisal verimi arttiracagini diisiindiirmemelidir. Bu tip array'lerin tanisal veriminin dogru
bir sekilde degerlendirilmesi i¢in kiiciik kromozomal anomalilerin yiiksek rezoliisyonlu
array'ler ile farkli populasyonlarda ¢alisilmasi gerekmektedir. Ayrica, bu array'ler ile tespit
edilen yanlis pozitif sonuglarin indirgenmesi bakimindan array'lerin tasariminda, taranacak

herbir bolge 3 veya daha fazla klon ile temsil edilmelidir.

Hatali hibridizasyonlardan dogan yanlis pozitif sonuclarin dislanmasi agisindan array
CGH sonuclarinin her hasta i¢in konfirme edilmesi Onerilmektedir. Delesyonlar FISH

analizleri ile, 2 Mb'dan kii¢iik duplikasyonlar ise kantitatif PZR ile konfirme edilmelidir.

Kromozom analizinin saptayabildigi %30'dan daha diisiik mozaisizmi, dengeli
translokasyon, insersiyon ve inversiyonlart array CGH'in saptayamamasi, kromozom
analizinin 5 Mb'dan kiiciik kromozom aberasyonlarini gérememesi bu iki yontemin birlikte
kullanilmasini gerekli kilmaktadir. Hastaliklarin mekanizmalarimin detayh arastirilmasinda
array CGH, molekiiler sitogenetik, konvansiyonel sitogenetik, post-genomik ve

biyoinformatik teknolojiler kombine ¢alisilmalidir.
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