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OZET

BAYRAM, Y. Marker kromozomlu olgularin ileri molekiiler genetik analizleri ile
genotip - fenotip korelasyonu. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilimdalh Uzmanhk Tezi, Ankara, 2012. Marker kromozomlar, “tek basina
konvansiyonel sitogenetik bantlama yontemleri ile karakterize edilemeyen ve
cogunlukla ayn1 metafaz sahasindaki 20. kromozoma esit buylklikte ya da daha kiguk
olan yapisal olarak anormal kromozomlar” olarak tanimlanmakta ve sSMC (small
Supernumerary Marker Chromosomes) olarak isimlendirilmektedirler. Marker
kromozomlarin prenatal olarak saptanma sikligi % 0.075, yenidoganlarda gorulme
siklig1 %0.044°tiir. Zihinsel yetersizligi bulunan hastalarda % 0.28 oraninda gozlenirken

infertilite olgulariin %0.125’inde marker kromozom tasiyicilig1 gosterilmistir.

Bu ¢alismada zihinsel yetersizligi ve dismorfik bulgular olan, sitogenetik analizlerinde
marker kromozom saptanan 7 olgu ayrintili olarak incelendi. Hastalarin Affymetrix®
250K SNP array ve SubcenM-FISH (Subcentromer-specific multicolor FISH)
yontemleri ile analizleri yapilarak marker kromozomlarin kokeni, yapisi ve baslangig-
bitis noktalar1 tespit edildi. 4 olguda tetrazomi 18p, 2 olguda inv dup(15), 1 olguda da
min(15) kurulusuna sahip marker kromozom varligi gosterildi. Tetrazomi 18p
hastalarinda zihinsel yetersizlik, gelisimsel gecikme, mikrosefali, strabismus, tipik
dismorfik yiz goérunumi (belirgin burun kokd, kulak anomalileri, mikrostomi) ortak
klinik bulgulardi. sSMC(15) hastalarinda saptanan ortak klinik bulgular zihinsel

yetersizlik, gelisimsel gecikme, ndbetler, davranis bozukluklar1 ve konugmada gerilikti.

Bu ¢alismada marker kromozomunun orijini belirlenen hastalarin klinik bulgular1 daha
once literatiirde sinirli sayida bildirilen olgular ile karsilastirilarak literatiire katki
saglandi. Tetrazomi 18p ve sSMC(15) hastalarimin klinik takibi i¢in Onerilerde
bulunuldu. 15. kromozom f{izerindeki genlerin fonksiyonlar1 incelendi ve sSMC(15)
hastalarindaki klinik bulgularin, marker kromozom Uzerinde bulunan dozaj-duyarl

genlerdeki kopya sayisi artisi ile iligkili oldugu diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Marker kromozom, sSSMC, tetrazomi 18p, inv dup(15), min(15)



ABSTRACT

BAYRAM, Y. Genotype-phenotype correlation of marker chromosome cases with
advanced molecular genetic analyses. Hacettepe University Faculty of Medicine,
Department of Medical Genetics, Thesis, Ankara, 2012. Marker chromosomes are
defined as “structurally abnormal chromosomes which cannot be identified
unambiguously by conventional cytogenetics alone, and are equal in size to or smaller
than a chromosome 20 of the same metaphase spread” and named as sSMC (small
Supernumerary Marker Chromosomes). Marker chromosomes are present in 0.075% of
unselected prenatal samples and in 0.044% of newborns. 0.125% of people with
problems in conceiving are sSSMC carriers and this rate is 0.28% in intellectually
disabled patients.

Seven cytogenetically described marker chromosome cases with intellectual disability
and dysmorphic findings are examined in detail. The origin, structure and start-end
position of marker chromosomes determined with Affymetrix® 250K SNP array and
SubcenM-FISH (Subcentromere-specific multicolor FISH) analyses. The structures of
marker chromosomes are revealed as tetrasomy 18p in 4 patients, inv dup(15) in 2
patients and min(15) in 1 patient. Intellectually disability, microcephaly, strabismus,
typical dysmorphic face appearance (prominent nasal root, ear anomalies, microstomia)
were common clinical findings in tetrasomy 18p patients. In sSSMC(15) patients the
common clinical findings were determined as developmental delay, mild intellectually

disability, seizures, behavioral disorders and speech delay.

Contribution to literature was made by comparing clinical findings of marker
chromosome patients with the limited published cases in the literature. Follow-up
protocols for patients with tetrasomy 18p and sSSMC(15) were established. The functions
of genes on chromosome 15 were investigated and we considered that the clinical
findings of sSSMC(15) patients are associated with copy number alteration of dosage-

sensitive genes on marker chromosome.

Key Words: Marker chromosome, sSMC, tetrasomy 18p, inv dup(15), min(15)
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1. GIRIS

Marker kromozomlar, sSMC (small Supernumerary Marker Chromosomes)
olarak tanimlanmakta ve prenatal taramalar ile postnatal tan1 amagli yapilan sitogenetik
analiz caligmalarinda saptanabilmektedir. Marker kromozomlarin prenatal olarak
belirlenme sikligi %0.075, yenidoganlarda belirlenme sikligi %0.044’tiir. Zihinsel
yetersizlik hastalarinda %0.28 oraninda gozlenirken; infertilite olgularmin %0.125’inde
marker kromozom tasiyiciligi gosterilmistir (1). Diinya iizerinde yaklasik olarak 3.1
milyon kisinin sSSMC tastyicist oldugu diisiintilmektedir. sSSMC’lerin biiyiik bir kismi1
(%70) de novo olarak olusmakta ve %30’u ailesel kalitim gdstermektedir. De novo
olgularin yaklasik % 70’1, kalitm gosteren olgularin tamamina yakini klinik olarak

normal oldugundan bir¢ok sSMC tastyicisi saptanamamaktadir (2).

Marker kromozomlarin fenotipe etkisi icerdikleri gen dozajiyla iligkilidir.
Kromozomlarin transkripsiyon agisindan zengin bolgelerinden (6kromatin) kdken alan
marker kromozomlar, heterokromatin igerikli olanlara gore daha yiiksek oranda klinik
bulgu olustururlar. Mozaisizm ve uniparental dizomi (UPD) marker kromozomlarin

fenotipe etkisini belirleyen diger iki 6nemli faktordiir (3).

Marker kromozomlu hastalar, ayn1 kromozomdan kaynaklandigir halde farkli
klinik bulgular sergileyebilmektedir. Bunun nedeni marker kromozomlarin farkli kirik
noktalarindan kirilip olusmus olmalar1 ve dolayisiyla farkli gen igerigi tasimalaridir.
Yapilan ¢alismalarda, marker kromozoma sahip bireylerin hafif 6grenme gii¢liiglinden
agir zihinsel yetersizlige kadar degisen klinik bulgular sergileyebildikleri gosterilmistir
(4). Ozellikle prenatal donemde saptanan ve fenotipik dzellikleri tam olarak bilinmeyen
marker kromozomlar, genetik danismanlik verilmesinde ve ailelerin bilgilendirilmesinde

sorunlar olusturmaktadir.



Marker kromozomlarla birlikte 6zel sendromlar tanimlanmistir. Bunlardan
bazilar1 Pallister-Killian sendromu, Tetrazomi 18p sendromu, Cat-eye sendromu ve
Emanuel sendromudur (5). Bu sendromlarin 1yi tanimlanmasina karsin bunlarin disinda
kalan marker kromozom olgularinin ¢ogunda veri yetersizligi ve olgu azlig1 nedeniyle

fenotip-genotip korelasyonu yapilmasi zordur.

Konvansiyonel sitogenetik yontemler marker kromozomlarin yapisinin
belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir. Giiniimiizde molekiiler sitogenetik alandaki
gelismeler sayesinde marker kromozomlarin olusum sekilleri ve ayrintili yapilar1 daha
1yl analiz edilebilmektedir. Gelistirilen ileri FISH (Fluorescence in situ hybridization)
yontemleri ile marker kromozomlarin kdkenleri hizli bir sekilde belirlenebilmekte ve

mikroarray teknolojileri kullanilarak gen igerikleri incelenebilmektedir (6, 7).

Bu calismada zihinsel yetersizligi, dismorfik bulgular1 olan ve sitogenetik
analizlerinde marker kromozom saptanmus 7 olgu yer almaktadir. ileri molekiiler genetik
analiz yontemleri kullanilarak marker kromozomlarin kokenlerinin arastirilmasi,
yapilarinin daha ayrintili analizi yapilarak gen igeriklerinin ortaya cikartilmasi ve

genotip-fenotip iliskisi kurulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Marker Kromozomlarin Tanimi ve Terminolojisi

Marker kromozom, Uluslararas1 Insan Sitogenetigi Adlandirma Sistemi’nde
(ISCN = International System for Human Cytogenetic Nomenclature) “Siklikla kanser
hastalarinin karyotipinde, yapisal genetik bozuklugu olan hastalarda bulunan ve kaynagi
bilinmeyen anormal kromozom” seklinde tanimlanmaktadir (8). Ancak bu tanimlama
“marker kromozom” olarak nitelendirilen kromozomlar1 tam olarak agiklamadigi i¢in
son yillarda daha farkli ve belirleyici bir isimlendirmeye gidilmistir. Marker
kromozomlar, ismine “kiiciik” ve “fazlalik” nitelendirmeleri eklenerek “tek bagina
konvensiyonel sitogenetik bantlama yoOntemleri ile karakterize edilemeyen ve
cogunlukla ayn1 metafaz sahasindaki 20. kromozoma esit biiyiikliikte ya da daha kiiclik
olan yapisal olarak anormal kromozomlar” (small Supernumerary Marker Chromosomes
= sSMC) olarak tanimlanmislardir (3). Yirminci kromozomdan daha biiyiik marker
kromozomlar, kromozom bantlarina bakilarak ayirt edilebileceginden bu tanimlama

icerisinde yer almamakta ve bunlar SMC olarak adlandirilmaktadir.

Literatiirde sSSMC’leri tanimlayan ve en sik kullanilan diger isimler ESAC (extra
structurally abnormal chromosome = ilave yapisal anomali iceren kromozomlar) ve
sSRC (supernumerary ring chromosome = ilave ring kromozom)’dir (9-11). Bunlara ek
olarak kullanilan diger isimlendirmeler aksesuar kromozom (accessory chromosome =
AC veya ACH), kiigiik aksesuar kromozom (small accessory chromosome = SAC),
marker kromozom (marker chromosome = MC), ekstra veya ilave marker kromozom,
fazlalik veya ekstra mikrokromozom, ilave veya metasentrik kromozom pargasi, kiiciik
bisatellit ilave kromozom (small bisatellited additional chromsome = SBAC), neo-
sentromerik marker kromozom (neocentric marker chromosome = NMC), ilave minik
ring kromozom (supernumerary minute ring chromosome = SMRC) ve kanser-iliskili

neokromozom (cancer-associated neochromosome = caNC) dur (8).



2.2. Marker Kromozomlarim Olusum Sekilleri

sSMC’ler 3 farkli sekilde olusmaktadir: 1) Inverted duplikasyon (inv dup)
sonucu olusan sSMC’ler 2) Ring kromozom (r) olusumuyla ortaya c¢ikan sSMC’ler
3) Ufak (min) sentrik yapida sSMC’ler (Sekil 2.1-A). Bu olusumlardan inverted
duplikasyon izlenen sSMC’ler %63, ufak sentrik yapida olanlar %26, ring kromozom
yapisinda olanlar %11 siklikta goriilmektedir (2). Diger bir smiflandirma sekli de
marker kromozomlar1 sentromerik veya neo-sentromerik olarak smiflandirmaktir.
Sentromerik olanlarda sSMC’nin koken aldigi kromozomun sentromeri korunurken
neo-sentromeriklerde alfa-satellit DNA icerigi bulunmayan yeni bir sentromer olusumu
s0z konusudur. Analphoid markerlar olarak tanimlanan bu kromozomlar interstisyel
kromozom fragmanlarindan olusmakta ve daha onceden fonksiyonu gosterilmemis

sentromerler icermektedir (12).

Literatirde sSMC olusum mekanizmalart ile ilgili ¢esitli teoriler One
stiriilmiistiir. Trizomiden kurtulma, monozomiden kurtulma, fertilizasyon sonrasi hatalar
ve gamet komplementasyonu bu mekanizmalardan bazilaridir (13). Akrosentrik inverted
duplike kromozom olusumu ile ilgili de bircok mekanizma bildirilmistir. Bunlardan en
cok kabul goreni “U-tipi degisim” mekanizmasidir. Bu mekanizma mayoz boliinme
esnasinda iki homolog kromozomun kromatidleri arasinda hatali crossover meydana
gelmesi ile olusur (Sekil 2.1-D). Neo-sentromerik sSSMC’lerin de biiyiik bir ¢ogunlugu
U-tipi degisim mekanizmast ile olusmaktadir (Bkz. Sekil 2.1-D). U-tipi degisim
mekanizmas1t aym1 zamanda non-akrosentrik  kromozomlardan izokromozom
olusumundan da sorumlu tutulmaktadir. Burada farkli olarak sentromerik DNA’da kirik
meydana gelir. Bu mekanizma izokromozomlarin olusumu i¢in genel bir mekanizma

olup, sadece germ hiicrelerinde degil tiimdr hiicrelerinde de meydana gelmektedir (8).
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Sekil 2.1: A) Marker kromozomlarin (sSMC) 3 farkli tipi: inverted duplike
kromozomlar (inv dup), minik kromozomlar (min), ring kromozomlar (r).
B) Interstisyel delesyon sonucu ring kromozom olusumu C) Inverted duplikasyon
sonrasi ring kromozom olusumu D) U-tipi de8isim mekanizmasi sonucu inverted

duplike ve neo-sentromerik kromozom olusumlar1 (Liehr ve dig. ‘nden alinmistir) (8).

2.3. Marker Kromozomlarin Fenotip Uzerine Etkileri

Marker kromozomlarin fenotipe etkileri normal fenotipten agir klinik bulgulara
kadar degiskenlik gostermektedir. Marker kromozomlarin farkli fenotipik etki

gostermelerinin nedenleri sunlardir:



e Marker kromozomlarin boyutu ve 6kromatin materyal icerigi
e Mozaik formda olmasi
e  Marker kromozomlarin farkli olusum sekilleri

e Bir hastada farkli kromozomlardan koken alan birden fazla marker

kromozom bulunmasi (14).

e Marker kromozomlarla birlikte ayn1 hastada farkli kromozomal
degisikliklerin bulunmasi ve saptanan bir klinik bulgunun sSMC hastasinin

klinigi ile kesin olarak iligkilendirilememesi (15).

e Heterokromatin/6kromatin oranindaki degisiklige bagli susturulma (genetic

silencing) mekanizmalar1 (16, 17)
2.3.1. Ozel sSMC Sendromlar1

Marker kromozom olgularinin ancak %34’iiniin klinik bulgular1 tanimlanmis ve
0zel sendromlar olarak isimlendirilmislerdir (8). Bu sendromlar Emanuel sendromu,
Cat Eye sendromu, Pallister-Killian sendromu ve tetrazomi 18p sendromudur. Ayrica
0zel sendromlar arasinda mozaik 45,X/46,X,+mar karyotipine sahip Turner sendromlu

hastalar da yer almaktadir.
2.3.1.1. Emanuel Sendromu (ES) (OMIM#609029)

Derivatif 22. kromozom sendromu olarak da isimlendirilir. Calismalarda marker
kromozomun 11. ve 22. kromozomlarin dengeli translokasyonu sonucu olustugu
goriilmiis ve karyotipi t(11;22)(q23;q11.2) olarak belirtilmistir. Bu translokasyon
insanlardaki en sik resiprokal translokasyondur (18). ES’li hastalarda 11. kromozomdan
yaklasik olarak 12 Mb’lik (11g23—11qter), 22. kromozomdan da yaklasik 20 Mb’lik
(22q11.2—22qter) bir bolgenin parsiyel trizomisi bulunmaktadir. Etkilenmis birey, anne

veya babasindaki dengeli 11;22 translokasyonunun 3:1 oranda mayotik segregasyona



ugramasi sonucu aktarilan dengesiz kromozom yapisini tagimaktadir (Sekil 2.2) (19). Bu
dengeli translokasyonun tasiyicisi olan bireyler fenotipik olarak normaldir, ancak %2-6

oraninda ES’li bebek sahibi olma olasiliklar1 vardir (20).

- == :"=!=
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Sekil 2.2: Emanuel sendromunda gdzlenen t(11;22)(q23;q11.2) translokasyonundaki
mayotik segregasyonun sematik gosterimi. Kromozomlar 11, 22, der(11), ve der(22)

olarak gosterilmistir. Noktali ¢izgi 3:1 mayotik segregasyonu gostermektedir.

Klinik bulgular olarak siddetli gelisimsel gecikme ve/veya hafif-agir zihinsel
yetersizlik (%100), mikrosefali (%100), kardiyak malformasyonlar (%60), yarik damak
(%50), renal malformasyonlar (%30), anal atrezi/stenoz (%20), yutma giigliigii,
preauricular skin tag veya siniis, kulak anomalileri, mikrognati, gastrodzofageal reflii,
isitme kaybi, kirma kusuru, strabismus gibi goz bulgulari, inguinal herni ve ndbetler

goriilebilmektedir (20).
2.3.1.2. Cat Eye Sendromu (CES) (OMIM#115470)

Bu sendrom Cat Eye Sendromu, Schmid-Fraccaro sendromu, 22. kromozomun

parsiyel tetrazomisi ve inv dup (22)(qll) sendromu olarak farkli isimlerde



tanimlanmaktadir. Bu hastalarda bulunan iris kolobomu kedi goziine benzer goriintii
olusturdugundan “Cat eye = Kedi gozii” sendromu olarak isimlendirilir. CES’e neden
olan sSMC de novo bulunabilecegi gibi ebeveynlerin birinden de kalitilmis olabilir (21).
Mozaik asemptomatik olgular da bulunabileceginden su ana kadar bildirilmis yaklasik
200 olgudan daha fazla CES-sSMC tasiyicist oldugu tahmin edilmektedir (2). De novo
vakalarin biiylik bir cogunlukla oogenez sirasindaki mayoz bdliinme hatalarindan

kaynaklandigini belirten ¢alismalar da bulunmaktadir (22).

Anal atrezi (%80), asag1 egimli palpebral araliklar, preauricular skin tag ve/veya
pit  (%85), 1iris kolobomu (%60), kardiyak malformasyonlar (%60), renal
malformasyonlar (%70) ve hafif/orta zihinsel yetersizlik (%30) bu hastaligin klinik
bulgularidir. Gérme kaybi, mikroftalmi ve yarik damak daha nadir goriilebilecek diger

anomalilerdir (23).

CES ile iligkili sSMC her zaman disentrik oOzellikte ve konvansiyonel
bantlama/boyama yontemleri ile tespit edilebilecek biiyiikliiktedir. CES kritik bolgesi
DiGeorge sendromu kritik bolgesinin proksimalinde yer almaktadir. Bu sendroma yol
acan sSMC interkromozomal U-tipi degisim mekanizmasi ile olusmaktadir (22, 24).
Yapilan caligmalarda 22q proksimal bolgesi lizerinde farkli sSSMC biiyiikliiklerine yol
acabilecek dort farkli crossing-over bolgesi saptanmustir (Tip 1, 2a, 2b ve 3). Bu
bolgeler 22. kromozom iizerindeki Low Copy Repeat (LCR) bolgeleridir ve kromozomal
degisiklikler agisindan instabiliteye yol agmaktadir. Marker kromozomun biiyiikliigii ile
yol actig1 klinik bulgular arasinda bir iliski olmadigindan CES-sSMC tipini belirlemenin
prognostik bir degeri yoktur (25, 26). Nadir de olsa bazi1 hastalarda intrakromozomal

duplikasyonlar goriilebilmektedir (27).
2.3.1.3. Pallister-Killian Sendromu (PKS) (OMIM#601803)

Ik kez 1977 ve 1981 yillarinda birbirinden bagimsiz iki yayinda Pallister ve dig.
ile Teschler-Nicola ve Killian tarafindan tanimlanmistir (28, 29). Bu sendromda

belirlenen marker kromozom tetrazomi 12p, heksazomi 12p veya izokromozom 12p



olarak da isimlendirilmektedir. PKS hastalarinda 12p tetrazomisi genellikle

fibroblastlarda veya bukkal epitel hiicrelerinde mozaik olarak saptanmaktadir (30, 31).

Hafiften-agira kadar degisen zihinsel yetersizlik (%100), siddetli hipotoni (%52),
gelisimsel gecikme (%39), kaba yiiz goriiniimii (%57), belirgin alin (%52), 6zellikle 6n
tarafta seyreklesen saglar ve seyrek kirpikler (%34), diisiik yerlesimli kulaklar (%61),
brakisefali, hipertelorizm, kisa ve ucu kalkik burun, basik burun kokii (%54), kisa
boyun, ndbetler (%42) ve ciltte hipopigmente veya hiperpigmente lekeler (%58) bu
sendromun klinik bulgularidir (32). Prenatal donemde saptanan omfalosel bulgusu

PKS’nin bir belirtisi olabilir (33).

PKS’li hastalarda marker kromozom genellikle periferik kan haricindeki
dokularda diislik yiizdeli mozaisizm olarak bulundugundan sitogenetik olarak tani
konmasinda zorluk yasanabilmektedir. Prenatal veya postnatal herhangi bir dokuda
sitogenetik olarak saptandiginda, 12. kromozomun kisa koluna 6zel FISH probu ile
marker kromozomun kokeni dogrulanabilir. PKS-sSMC olusumu ile ilgili maternal
mayoz Il esnasinda olusan ayrilmama (nondisjunction) mekanizmasi sorumlu
tutulmaktadir (34). Literatiirde bir olguda paternal 12. kromozomun trizomiden kurtulma
mekanizmasi ile izokromozom 12p olusumu gosterilmistir (2). Literatiirde ayrica ii¢
olguda neo-sentromerik marker kromozomlarin varligi tespit edilmistir. Bu olgularda
marker kromozomlar 12p11.22—12pter, 12p12.3—12pter, 12p13.31—12pter seklinde
farkli bolgelerden kirilarak tetrazomik yapit olusturmaktadir (35-37). Bu bulgular PKS
kritik bolgesinin 12p12.31 ile 12pter arasinda yer aldigini gostermektedir.

2.3.1.4. Tetrazomi 18p Sendromu (OMIM#614290)

Tetrazomi 18p olarak tanimlanan marker kromozomlar; 18. kromozomun kisa
kolunun dort kopya olarak bulunmasina yol agar ve izokromozom 18p [i(18p)] seklinde
de ifade edilebilir. Orta/agir zihinsel yetersizlik, yenidogan déneminde beslenme
sorunlari, pre/postnatal biiylime geriligi, kas tonusunda anormallik, yenidogan sariligi,
tekrarlayan otitis media, mikrosefali, strabismus, isitme kaybi, gdozde kirma kusurlari,

ndbetler, konstipasyon hikayesi, gastrodzofageal reflii, kalp defektleri, skolyoz/kifoz,
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pes planus ve beyin MRG’sinde degisiklikler bu sendromun en sik karsilagilan klinik
bulgularidir. Dismorfik yiiz bulgularn diigiik yerlesimli kulaklar, kiiclik burun, yiiksek
damak, kii¢iik agi1z, prognatizm ve mikrognatidir. Daha nadir olarak bobrek anomalileri,
herniler, boy kisalig1 ve biiylime hormonu uyarn testlerine cevapsizlik goriilebilir (38).
Su ana kadar 250’nin iizerinde hasta bildirilmistir ve goriilme sikligir canli dogumlarda

1/140.000 olarak tahmin edilmektedir.

Tetrazomi 18p sendromu biiyiik ¢ogunlukla de novo olarak goriiliir. Ancak
literatlirde i1(18p) tastyicisi annelerden ¢ocuklarina aktarilan tetrazomi 18p olgulart da
gosterilmistir (39-41). Ayrica bir ailede de karyotipi normal olan annenin her iki kizinda
da tetrazomi 18p saptanmis ve bu bulgu annenin germ hiicre dizisinde i(18p) mozaisizmi
tagidig1 seklinde yorumlanmistir (42). Literatiirde 18p11.21 ile 18q10 bdolgeleri igin
tetrazomik olan bir olguda bu sendromun klinik bulgular1 gozlendiginden, tetrazomi 18p

sendromunun kritik bolgesinin bu aralik olabilecegi diisiiniilmektedir (2).
2.3.1.5. Turner Sendromu (TS)

Turner Sendromu insanlarda en sik goriilen andploidilerden birisidir. Disi
fenotipli yenidoganlarda yaklasik olarak 1/2000-4000 oraninda goriiliir. Ik kez 1938
yilinda Henry Turner tarafindan primer amenoresi ve boy kisalig1 olan bir grup adélesan
kizda klinik olarak tanimlanmistir (43). TS’li bir hastanin ilk karyotip analizi ise 1959
yilinda Ford ve dig. tarafindan yapilmis ve X kromozomunun monozomisi gosterilmistir
(44). TS en siklikla (yaklasik %60) gonozomlarin tam monozomisi seklinde (45,X)
goriilmektedir. TS hastalarinin yaklasik olarak %40’inda ise mozaisizm goriilmektedir.
45,X/46,X,+mar karyotipine sahip bu hastalarda 45,X karyotipine ek olarak bir veya
daha fazla hiicre dizisinde yapisal olarak anormal X ya da Y kromozomu bulunmaktadir

(45).

TS hastalarinin klinik bulgular1 biiyiime geriligi, kardiyovaskiiler hastaliklar (en
siklikla bikiispit aorta, aort koarktasyonu ve VSD), Ogrenme giicliigii, gonadal
yetmezlik, kubitus valgus, yele boyun, ayrik yerlesimli meme uglari, diisiik ense sa¢

cizgisi ve el ya da ayak sirtinda lenfodemdir. Karakteristik yiiz goriiniimii olarak asagi
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egimli palpebral araliklar, internal epikantal katlantilar, yiikksek damak ve retrognati
goriiliir. Renal malformasyonlar (atnali bobrek, iiretral duplikasyon, bobrek agenezisi
vb.), viicutta yaygin neviisler, doérdiincii metakarp ya da metatars kisalig1 goriilebilecek
diger anomalilerdir. TS hastalarda hipotiroidizm, c¢olyak hastaligi, diyabet gibi

otoimmiin hastaliklar sik goriilmektedir (46, 47).

Karyotipi 45,X/46,X,+der(X) olan bireylerde derivatif X kromozomunun inaktif
olup olmamasi hastanin klinigi ac¢isindan Onemlidir. Bu o6zellik X kromozomu
tizerindeki X-inaktivasyon merkezi (XIST) geni ile kontrol edilir. Bu inaktivasyon
merkezinin iglev gdrmemesi durumunda 6zellikle zihinsel yetersizlik basta olmak {izere
farkli klinik bulgular ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle X kromozomundan kdken alan marker
kromozomlarin XIST geni igerip i¢ermediginin arastirilmasi klinik agidan 6nemlidir

(45).
2.3.2. sSSMC’lerin Klinik Etkilerini Belirleyen Faktorler

Marker kromozomlarin fenotip lizerine etkisini belirleyen faktorler; 1) Kopya

sayis1 kazanimi 2) Mozaisizm 3) Uniparental dizomi (UPD)’dir (3).
2.3.2.1 Kopya Sayis1 Kazanimi

Marker kromozom tanisinda en 6nemli basamak marker kromozomun kokeninin
tespit edilmesidir. Koken belirlendikten sonraki kritik basamak ise marker kromozomun
perisentrik bolgesinin igeriginin belirlenmesidir. Eger bu bolge genetik olarak anlamli
materyal icermiyorsa, ¢ok biliylik bir olasilikla marker kromozomun fenotip iizerine
direkt bir etkisi olmayacaktir (3). Marker kromozomun genetik dengesizlige yol
acabilecek Okromatin ve heterokromatin iceriginin belirlenmesi bu yiizden 6nemlidir.
Literatiirde su ana kadar saptanan marker kromozom olgularinda ayri ayri1 tiim
kromozomlar iizerinde perisentrik igerik ile fenotip etki arasindaki iliski gosterilmeye
calisilmigtir (Sekil 2.3). Baz1 olgularda marker kromozomlarin 6kromatin igerik tasisa
bile normal fenotip sergileyebilecegi gosterilmistir (4, 48). Bu ylizden her bir

perisentrik bolge icin klinik etki gostermeyecek ©6zel kromozomal bdlge aralig
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bulunmaktadir (bkz. Sekil 2.3). Bununla birlikte klinik anormalliklere yol acabilen ve

sentromerin belirli bir uzakligindan baslayan dozaj-duyarli bolgeler bulunmaktadir.
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Sekil 2.3: Kromozomlar iizerinde sSMC’lerin koken aldigi bolgeler ve klinikle
iligkilendirilen bolgeleri. Yesil renk ile gosterilen bolgeler klinik bulgu goriilmeyen,
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kirmizilar ise klinik bulgu bildirilmis bdlgelerdir. Farkli bildirimler i¢in yan yana iki
serit kullanilmistir. Net olarak tanimlanamamis bolgeler soru isareti (?) ile gosterilmistir

(Liehr ve dig.’nden alinmistir) (4).

Kromozomal dengesizlige yol agan materyalin biiylikliigli 6nemli oldugu gibi,
kac kopya bulundugu da onemlidir. Literatiirde baz1 olgularda ayn1 bolgenin ii¢ kopya
bulunmasi klinik bulgu gostermezken dort kopya bulunmasinin spesifik bir sendroma
yol actig1 gosterilmistir (trizomi 18p - tetrazomi 18p) (49, 50). Marker kromozomlarda
kopya say1s1 kazanimui {i¢ kopya ile alt1 kopya arasinda degisebilmektedir (51).

2.3.2.2. Mozaisizm

Marker kromozomlu olgularda yaklasgik %50 oraninda mozaisizm oldugu
bilinmektedir. Emanuel sendromu, Cat Eye sendromu ve tetrazomi 18p sendromu
hastalarinda mozaisizm nadir goriiliirken; Pallister-Killian sendromu hastalarinda
ozellikle periferik kanda mozaisizm ¢ok daha yiliksek oranda goriliir. Akrosentrik
kromozomlardan kdken alan sSMC olgularinda %28 oraninda mozaisizm saptanirken,
bu oran non-akrosentrik kromozom kokenli sSMC’lerde %82°dir (52). Neosentrik
sSMC’lerde de bu oran non-akrosentrik kdkenli sSSMC lehine daha siktir (%58-%24).
Turner sendromu karyotipine sahip sSMC olgularinda mozaik karyotip

(45,X/46,X,+mar) saptanma yiizdesi %76’dir (52, 53).

Somatik mozaisizm goriilen olgularin biiylik ¢cogunlugunda belirgin bir klinik
bulgu saptanmamaktadir. Bunun nedeni farkli dokulardaki mozaisizm oraninin pratik
olarak saptanamiyor olusu ve bu oranin degiskenlik gdstermesidir. Nadir olarak birkag
olguda mozaiklige bagli olarak degisen klinik o6zellikler bildirilmistir (52).Tiim bu
veriler degerlendirildiginde sSSMC olgularinda mozaisizmin arastirilmasi klinik izlemin
degerlendirilmesi ve 6zellikle de prenatal tanida genetik danigmanlik verilmesi agisindan

onemlidir (52, 53).
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2.3.2.3. Uniparental Dizomi (UPD)

UPD, bir homolog kromozom ¢iftinin tamaminin veya bir parcasinin tek
ebeveynden aktarilmasidir. ik kez Engel tarafindan 1980 yilinda tanimlanmis ve 1987
yilinda molekiiler yontemler ile gosterilmeye baslanmistir (54, 55). Giinlimiizde
UPD’ye sebep olan bircok mekanizma tanimlanmistir. En yaygin bilinen mekanizma
mayotik hatalardir (Sekil 2.4). Mayoz I’de olusan hata heterodizomi, mayoz II’de olusan
hata izodizomiye sebep olmaktadir. Heterodizomi (hUPD), homolog kromozom c¢iftinin
ayn1 ebeveynden aktarilmasidir. Izodizomi (iUPD) ise ebeveynlerden birinden bir
kromozomun birbirinin aynis1 olan iki kopyasinin aktarilmasi olarak tarif edilir.
Kromozom biitlinliigii agisindan incelendiginde ise tiim kromozom UPD’ si (komplet
UPD) ya da kromozomun bir parcasina ait UPD (segmental UPD) olarak

siniflandirilabilir.

Diger nadir UPD mekanizmalari; monozomik homologun kendini eslemesi
(monozomiden kurtulma), trizomik homologlardan birinin kaybedilmesi (trizomiden
kurtulma), marker kromozomun mitotik diizeltmeleri, Robertsonian tipi
translokasyonlara bagli trizomilerin diizeltilmesidir (56). Bu mekanizmalar gametogenez

ve erken embriyogenez sathalarinda sSSMC olusumuna yol acabilmektedir.

Giliniimiizde UPD ile baz1 spesifik sendromlar iligkilendirilmistir. Bu
sendromlardan bazilar1 gegici neonatal diabet (paternal UPDG6), Silver-Russell sendromu
(maternal UPD7), Beckwith-Wiedemann sendromu (paternal UPD11), Prader-Willi
sendromu (maternal UPD15), Angelman sendromu (paternal UPD15) dur (56, 57).

Marker kromozom olgularinda en stk hUPD ve iUPD birlikteligi goriiliirken
bunu komplet iUPD, komplet hUPD ve segmental iUPD izlemektedir. En sik
6,7,14,15,16 ve 20. kromozomlarin UPD’si bildirilmistir. Ancak bunun nedeni yukarida
belirtilen UPD ile iliskilendirilmis sendromlarin daha sik arastirilmasi olabilir.
Calismalar maternal UPD’nin paternal UPD’den 9 kat daha sik oldugunu
gostermektedir. Marker kromozom ve UPD birlikteligi nadir olarak goriilmektedir (56-
59). Literatiirde yaklasik 50 olguda UPD ile birlikte goriilen sSSMC varlig: bildirilmistir

Q).
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Sekil 2.4: UPD mekanizmasi ile sSSMC olusumunun sematik sunumu. Kirmizi ve pembe

renkler anneye, mavi renk babaya ait kromozomlar1 gostermektedir. A) Heterodizomik
ve izo/heterodizomik UPD’li sSMC olusum mekanizmalari. B) izodizomik UPD’li
sSMC olusum mekanizmalari. C) UPD’siz sSSMC kalitimi.

Meiosis 1 error: mayoz 1 hatasi, meiosis 2 error: mayoz 2 hatasi, meiotic fragm. or
inherit. sSMC: mayotik fragman veya kalitilan sSSMC, monosomic rescue: monozomiden
kurtulma, erroneous monosomic rescue: monozomiden hatali kurtulma, trisomic rescue:

trizomiden kurtulma (Liehr ve dig’nden alinmistir) (57).
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2.4. sSMC Goriilme Sikhigi

Yapilan prenatal tani girisimlerinde sSSMC saptama siklig1 %0.075, herhangi bir
USG anomalisi bulunan prenatal olgularda sSMC siklig1 %0.204 olarak bulunmustur
(1). Yenidoganlarda ise bu oran %0.044’tlir (1). Prenatal donem ile yenidoganlar
arasindaki bu farkin nedeninin sSMC saptanan gebeliklerin %30-50 oraninda
sonlandirilmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (60, 61). Saglikli anne veya
babadan kalitilan marker kromozomun tespit edildigi gebelikler genellikle devam
ettirilirken, de novo sSMC tespit edilen gebeliklerin %50’ye yakini sonlandirilmaktadir.
Ileri anne yas1 marker kromozomlu ¢ocuk sahibi olmak igin bir risk faktoriidiir ve fetal
USG’de saptanan patolojiler nedeniyle yapilan invazif prenatal tani islemleri sonrasi
marker kromozomlar saptanabilmektedir (62). Etkilenmis fetiislerin terminasyonu veya
marker kromozomlu gebeliklerde %4.4 oraninda spontan diigiik gelismesi prenatal ile

postnatal SSMC saptanma yiizdeleri arasindaki farki agiklamaktadir (63).

Calismalar marker kromozomlarin yaklasik %30 oraninda bir ebeveynden
kalitildigini, %70 oraninda ise de novo olarak saptandigim1 gostermektedir. Kalitilan
olgularin %98’inin, de novo olgularin ise yaklasik %70’inin klinik olarak normal oldugu
gosterilmistir. de novo sSMC’nin fenotipi etkileme riski eger 13, 14, 21 veya 22.
kromozomlardan kaynaklaniyorsa %7, non-akrosentrik kromozomlardan
kaynaklaniyorsa %28’dir (9, 64). Prenatal saptanan sSMC olgularinin ise yaklasik olarak
%16’s1 fenotipi etkilemektedir (61, 65). Bu bulgular 1s181nda yeryiiziinde 7 milyar insan
yasadigin1 varsayarsak yaklasik 3 milyon kisi sSSMC tastyicisidir ve bunlarin igerisinde
cogu klinik olarak normal olan yaklasik 2.4 milyon bireyin bdyle bir genetik durumun
tasiyicist oldugu tahmin edilmektedir. Bu bireylerin ailede baska bir kromozom
anomalisi tastyiciligl endikasyonuyla karyotip analizi yapildiginda tani alma olasiliklari
vardir (2). Farkli calisma gruplarinda tespit edilen sSSMC goriilme sikligi tablo 2.1° de

sunulmustur.
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Tablo 2.1: Farkli calisma gruplarinda belirlenen sSMC goriilme sikligi (Liehr ve
Weise’nin 2007°de yaptigi ¢alismadan derlenmistir) (1).

Calisilan popiilasyon Olgu sayis1  sSMC’li olgu Yiizdesi
Prenatal tan1 (genel) 688.030 514 0.075
USG anomalisi+prenatal tani 4.409 9 0.204
Yenidogan donemi 121.694 54 0.044
Saglikli erigkinler 1.405 1 0.071
Infertilite

Erkekler 21.841 36 0.165

Kadinlar 9.165 2 0.022
Gelisimsel gecikme / 69.332 200 0.288

Zihinsel yetersizlik

Infertilite sorunu olan bireylerde %0.125 oraninda marker kromozom tastyicilig
oldugu bilinmektedir (66, 67). Bu oran infertilite olgularinda sSMC tasiyiciligi
olasiliginin topluma gore 3 kat daha fazla oldugunu gostermektedir. Liehr ve Weise’nin
30.510 infertilite olgusu iizerinde yaptiklar1 ¢alismada sSMC tasiyiciliginin erkeklerde
kadinlara oranla yaklasik 7.5 kat daha fazla (%0.165 / %0.022) oldugu gosterilmistir (1).

Marker kromozomlarin baska klinik bulgu olusturmadan yalnizca infertiliteye
neden olus mekanizmasi tam olarak aydinlanmamistir. sSSMC’lerin spermatogenez ve
fetal gelisimin {izerine etki ettigi ile ilgili hipotezlerde bulunmaktadir (63, 66, 68).
Oracova ve arkadaslarinin periferik kaninda %100 sSMC tasiyan normal sperm sayili bir
erkek olgu iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, sperm hiicrelerinin %26’sinda ve fertilize
embriyonun %42’sinde sSMC varlig1 gosterilmistir (69). Bu bulgu erkek germ
hiicrelerinde marker kromozomlara kars1 evrimsel bir koruma mekanizmasi hipotezini
desteklemektedir (70). Erkek infertilite olgular1 iizerinde yapilan ¢aligmalarda
oligospermisi olan olgularda %7 oraninda marker kromozoma rastlanirken, azospermi

olgularinda bu oran %]1°dir (71). sSMC tasiyicis1 kadin infertilite olgularinda ise
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tekrarlayan diisiikler ve primer ya da sekonder amenore (prematiir overyan yetmezlik-
POF) izlenmektedir (67, 72). Infertilite olgularinda marker kromozom kokeninin %78
oraninda akrosentrik kromozomlar oldugu ve bunlarin igerisinde de en siklikla 14. ve 15.

kromozomlarin yer aldig1 belirlenmistir (67).

Gelisimsel gecikme ve zihinsel yetersizlik olan hastalarda da marker kromozom
varlig1 tanimlanmigtir. Toplam 69.332 gelisimsel gecikme ve/veya zihinsel yetersizligi
olan hastanin degerlendirildigi bir caligmada yaklasik olarak %0.3 oraninda sSMC
varlig1 gosterilmis ve bu oran genel popiilasyondaki sSMC tastyiciliginin yaklasik 7 kati
oldugu saptanmistir (1).

2.5. Marker Kromozomlarim Kokeni

Marker kromozom olgularinin birgogunun klinik bulgu géstermemesi nedeniyle
tim sSMC’lerin kromozomal kokenleri hakkinda net bir bilgiye ulagmak miimkiin
degildir. Ancak simdiye kadar yapilan bir¢ok ¢alismadan elde edilen veriler marker
kromozomlarin en siklikla 15. kromozom (%30) ve 22. kromozomdan (%20) kdken
aldigim1 gostermektedir. Genel olarak marker kromozomlar en siklikla akrosentrik
kromozomlardan koéken almaktadir (%60). Non-akrosentrik kromozomlar igerisinde
12. kromozom (%9) ve 18. kromozom (%?7) ilk siralarda yer alirlar. Kalan %34’liik
kisitm diger kromozomlar arasinda dagilmaktadir. Literatiirde her kromozom igin

bildirilmis marker kromozomlar bulunmaktadir (2).

sSMC olgulart igerisinde 6zel bir grubu Turner sendromu karyotipli (46,X,+mar)
olgular olusturmaktadir. Bu hastalarda marker kromozomlar %69 X, %30 Y
kromozomundan kaynaklanmaktadir. sSSMC(X)’ler genellikle ring kromozom yapisinda
bulunurken sSSMC(Y)’ler inverted duplike ya da izodisentrik yapida bulunmaktadir (45).
Cok nadir olarak da (%1) Turner sendromu karyotipine ek olarak diger otozomlardan

kaynaklanan sSMCler gosterilmistir (73-75).
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Literatiirde bazi hastalarda birden ¢ok marker kromozom varligi da
gosterilmistir. En siklikla iki farkli sSMC’ye sahip olgular (48,XN,+marl,+mar2)
bildirilmekle birlikte yedi farkli marker kromozoma kadar olan olgular
(53,XN,+marl,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5,+mar6,+mar7) da bildirilmistir (76, 77).
Genel olarak ¢oklu sSSMC olgularinda diger sSSMC olgularina gére kromozom kdkeni ve
olusum sekilleri olarak farkli bir dagilim s6z konusudur. Bu hastalarda sSSMC kaynagi
olarak 15. ve 22. kromozomlar yerine 6. kromozom 6ne ¢ikmaktadir ve ring kromozom
yapist daha sik goriilmektedir (78). Birden ¢ok marker kromozom olusumu hakkinda,
gametogenez veya embriyogenez sirasinda farklt kromozomlardan kaynaklanan
parcalarin tek sSSMC seklinde degisim gecirmesi veya normalde degrade olmasi gereken
artik haploid proniikleustan zigot igerisine transfeksiyon olmasi seklinde hipotezler

bulunmaktadir (65, 79).
2.6. Marker Kromozomlarda Kalitim

sSMC’lerin biiyiik bir kismi (%70) de novo olarak olusmakla birlikte %30’u
ailesel kalitim gosterirler (2). Bu nedenle sSSMC olusumunun biiylik oranda gametogenez
veya erken embriyogenez sathasinda meydana geldigi diisliniilmektedir. Prenatal
donemde saptanan marker kromozomlarin ¢ogu ileri anne yast olan gebeliklerde
saptanmistir. Bunun nedeni mayotik ayrilmama olayinin ileri anne yasi olan gebeliklerde

artis gostermesidir (80).

Marker kromozomlarin agirlikli olarak (2/1 oraninda) maternal kaynakli oldugu
gosterilmistir.  Bu oran non-akrosentrik kromozomlardan kaynaklanan marker
kromozomlarda biraz daha yiiksektir (Tablo 2.2). Diger bir deyisle akrosentrik kaynakli
marker kromozomlar erkek ve disi mayoz asamalarinda kaybolmadan kalmayi ve bir
sonraki nesle aktarilmayi daha iyi basarirlarken, non-akrosentrik kaynakli olanlar bu
asamalarda daha fazla problemle karsilasmaktadir (58). Ailesel veya de novo marker
kromozomlarin infertiliteye yol acabilecegi bilinmektedir. Yapilan c¢alismalar sSMC
varliginda gametlerde andploidilere karsi evrimsel se¢ilimin infertilite sorununa yol

acabilecegini diisiindiirmektedir. Marker kromozomlar veya baska herhangi bir
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kromozomal dengesizlik bulunmasi mayoz I sathasinda kromozomal eslesme hatalarina,
bu da fertilite sorunlarina yol agmaktadir (81). Spermatogenez sirasinda ana mekanizma
fazla kromozomlu olmayan gametlerin se¢ilimi yoniindedir (67). Ayrica dngoriilen diger
bir mekanizma da sSMC tasiyan spermin agirlik etkisinden dolayr normal sperme gore
yavas kalmasi ve fertilizasyon basarisinin daha diisiik olmasidir. Buna benzer bir etki
gebeliklerdeki cinsiyet yiizdeleri lizerinde yapilan bir kohort ¢aligsmasinda 6ne siiriilmiis
ve Y kromozomu tagiyan spermin, X kromozomu tasiyan spermden daha hizli hareket

etmesine bagh olarak fertilizasyon oranlarinin degistigi diistiniilmiistiir (82).

Tablo 2.2: Ailesel kalitilan sSSMC’lerin kromozomal ve parental kokenine gore oranlari.

Liehr (Small Supernumerary Marker Chromosomes)’den alinmistir (3).

Kromozom kokeni Maternal kokenli Paternal kokenli Oran
1-12; 16-20; X, Y 37 14 2.6/1
13-15; 21-22 116 71 1.6/1
Toplam 153 85 1.8/1

Ailesel sSSMC’ler genellikle fenotipe etki etmezler. Fakat nadir de olsa belirli
mekanizmalar ve degisiklikler sonucunda bir sonraki kusag: etkileme ihtimalleri vardir.
Bu mekanizmalardan birincisi “McClintock mekanizmas1” olarak bilinen mekanizma ile
meydana gelen sSMC’lerin aktarilmasidir. Bu mekanizma ile bir bireyde ring
kromozomu olusurken, marker kromozomun koken aldigt kromozomun bir
homologunda delesyon olusur. Ring kromozom ve delesyonlu homolog kromozom
dengeli tastyicilik yaratir. Eger bu birey ¢ocuguna ring kromozomla beraber iki normal
homolog kromozom aktarirsa denge bozulur ve klinik bulgular ortaya ¢ikabilir (5) (Sekil
2.5). Ikinci mekanizma sSMC mozaisizminin kaybidir. Babada mozaik olarak bulunan
ve fenotipe etki etmeyen sSMC’nin ¢ocugunda mozaikligin kaybi1 sonucu klinik
bulgularin ortaya ciktigin1 gosteren yaymlar bulunmaktadir (83). Ailesel sSMC
aktariminda fenotipi etkileyen diger mekanizmalar, aktarilan sSMC’nin kopya sayisinda
artis (duplikasyon) olmasi ve aktarim sirasinda sSSMC’de ikincil yeniden diizenlemelerin

olusabilmesidir (84, 85).
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Dengeli tasiyici

Sekil 2.5: McClintock mekanizmasi ile sSSMC aktarimi sonucu hastalik olusan bir olgu
ornegi. A) Klinik bulgular gdsteren olguda iki normal 4. kromozom (nl 4) ve anneden
aktarilan 4. kromozom kokenli bir ring kromozom (r 4) tespit edilmistir. B) Olgunun
annesinde normal bir 4. kromozom (nl 4), delesyon igeren bir 4. kromozom (del 4) ve bu
delesyonlu 4. kromozomdan koken alan bir ring kromozom (r 4) tespit edilmistir.
Annede boylelikle dengeli tastyicilik bulunmaktadir. C) McClintock mekanizmasi ile

dengeli tagtyiciligin sematik gosterimi (Baldwin ve dig.’nden alinmistir) (5).

2.7. Marker Kromozom Tamisina Yaklasim
2.7.1. Marker Kromozom Tanisinda Kullanilan Yontemler

Marker kromozomun ilk tespiti genellikle sitogenetik bantlama yontemleri ile
gerceklesmektedir. En sik  kullanilan bantlama yontemleri G-bantlama (tripsin
kullanilarak Giemsa ile boyanan G bantlar1), C-bantlama (baryum oksit kullanilarak
Giemsa ile boyanan C bantlar1) ve glimiis boyama (NOR-Nucleolar organizing region)
yontemleridir. Ik basamak olarak kullanilan G-bantlama ydntemi ile sSSMC varlig1 tespit
edildikten sonra marker kromozomun heterokromatin igerigini belirlemek ya da
akrosentrik ve non-akrosentrik kaynakli sSMC’lerin ayrimin1 yapmak amaciyla
C-bantlama ve glimiis boyama yontemleri kullanilmaktadir. Bantlama yontemleri ile
mozaisizme rastlanmasi durumunda, mozaisizmin ger¢ek oranini tespit etmek amaciyla

farkl1 dokulardan 6rnek alinarak incelenmelidir. Pratikte postnatal olgular i¢in en sik
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kullanilan doku ornegi fibroblast kiiltiiriidiir. Ayrica bir olguda sSMC saptanmasi
halinde ailenin diger bireyleri (anne, baba, kardesler) de incelenerek sSMC tastyicilig

belirlenebilmektedir.

Sitogenetik analizler ile sSMC varlig1 tespit edildikten sonra marker
kromozomun kaynagini, 6kromatin igerigini ve olusum seklini belirlemek amaciyla
molekiiler sitogenetik yontemler uygulanmaktadir. sSMC karakterizasyonu igin
molekiiler sitogenetik analizlerde kulanilan FISH yontemleri; whole chromosome
painting (WCP), multipleks FISH (M-FISH), spektral karyotipleme (SKY-FISH),
mikrodiseksiyon ve reverse FISH, interfaz FISH, (sub)sentromer-spesifik multicolor

FISH (subcenM-FISH) ve multicolor banding (MCB) dir.

Molekiiler sitogenetik yontemler igerisinde kullanilmakta olan en giincel yontem
array temelli karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH - array comparative genomic
hybridization)’dur. Bu teknik, genom boyu olusmus kopya sayisi degisikliklerinin
yiiksek coziintirlik ile analizini saglamaktadir. Farkli floresan boyalar ile boyanmis
hasta ve referans DNA 0Ornekleri 6zel hazirlanmis cam slaytlar (¢ip) tlizerindeki DNA
fragmanlarina hibridize edilerek karsilastirmali olarak genomdaki kayip ve kazanglar
belirlenir. aCGH analizinde kullanilan DNA fragmanlar1 bakteri yapay kromozomu
(Bacterial Artificial Chromosome-BAC) ya da sentetik oligoniikleotidler kullanilarak
hazirlanir. Diger bir array temelli yontem SNP array yontemidir. Bu teknikte kullanilan
mikrodizin c¢ipleri DNA dizileri arasindaki tek niikleotid farkliliklarina (SNP-single
nucleotide polymorphism) 6zglin problarin diizenlenmesi ile olusturulmustur. Analiz
edilen Ornek ile referans hibridizasyonlar arasindaki sinyal yogunluklar1 karsilagtirilarak
kayip kazanclar tespit edilir. SNP arrayler, polimorfik alele 6zgiin prob kullanilarak
hazirlandigindan kopya sayist degisikliklerini saptamanin yani sira genotipleme ve UPD

tespitine de olanak saglamaktadir.

Array temelli yontemler konvansiyonel sitogenetik yontemlerden ve FISH
analizlerinden daha yiiksek ¢oziiniirliikte analiz olanag: saglamaktadir. Baz1 merkezlerde

kromozomal anomalilerin tespitinde ilk basamak tan1i yontemi olarak kullanilmaya
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baslanmistir (86). Ancak kromozomal anomalilerin tespiti ve marker kromozomlarin
karakterizasyonunda bazi dezavantajlar igermektedir. Oncelikle array ydntemlerinde,
belirlenen kopya sayisi artisinin sSSMC varligina bagli m1 yoksa genom igerisindeki
herhangi bir duplikasyona, insersiyona ya da dengesiz translokasyona mi1 bagl oldugu
ayirt edilemez. Ayrica diigiik ylizdeli mozaisizmin ve mozaiklik oraninin saptanmasinda
da array yontemleri yetersiz kalmaktadir. Diger bir dezavantaji da zengin heterokromatin
igerikli sSSMC’lerin karakterize edilmesinde problem yasanabilmesidir (3). Bu nedenlerle
sSMC tespitinde ve karakterizasyonunda konvansiyonel sitogenetik yontemler, FISH

analizleri ve array yontemleri belirli bir sistematik i¢erisinde birlikte kullanilmalidir.

Marker kromomun kokeni ve ayrintili yapist tespit edildikten sonra
uygulanabilecek bir diger basamak UPD testidir. UPD testi i¢in mikrosatellit analizi,
metilasyona spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (methylation-specific PCR) veya
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) gibi molekiiler genetik

yontemler uygulanmaktadir (87).
2.7.2. sSSMC Karakterizasyon Asamalari

Rutin bir molekiiler sitogenetik laboratuvarinda asagidaki basamaklar izlenerek
marker kromozomlarin 6nemli bir kisminin karakterizasyonu yapilabilmektedir. Sekil
2.6’da sSMC karakterizasyonu i¢in Onerilen basamaklar yer almaktadir. Bu basamaklar

sunlardir:

1) G-bantlamada 45,X/46,X,+mar karyotipi saptanirsa X ve Y kromozomlarinn
sentromerleri i¢in spesifik problar ile FISH analizi uygulanmalidir. Bu
sSMC’lerin %99.5’inden fazlas1 bu sekilde karakterize edilir. Eger sSMC
X kromozomundan kaynaklaniyorsa XIST bolgesine spesifik problar
kullanilarak klinik siire¢ degerlendirilebilir. Y kromozomundan kaynaklanan
sSMC varliginda ise gonadoblastom riski arastirilmalidir. 47,XN,+mar

karyotipi saptanirsa 2. basamaga gegilir.
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sSMC’nin de novo olup olmadig1 arastirilmak {izere parental G-bantlama
uygulanir. sSSMC’nin kalitildig1 saptanirsa 3. basamaga, de novo oldugu

saptanirsa ya da parental kaynagi belirlenemezse 4. basamaga gecilir.

Kalitilan sSSMC’ler i¢in genetik danisma verilmeli ve prenatal olgular ayrintili
USG ile takip edilmelidir. Kalitilan olgular ¢ok yiiksek olasilikla normal
fenotipe sahiptir ancak nadir de olsa klinik bulgu goézlenebilir. Bu nedenle
sSMC kaynagimin belirlenmesi 6nerilmektedir ve 4. basamaktan devam

edilir.

Saptanan sSMC ayn1 metafaz sahasindaki 20. kromozoma yakin biiyiikliikte
ise ilk oOnce inv dup(15), izokromozom 18p ve izokromozom 12p
incelenmelidir. Bunun i¢in ilgili kromozomlara 6zgiin sentromerik problar
(cep) veya whole chromosome painting (WCP) problart kullanilir. sSMC
kaynagi belirlenirse 10. basamaga gegcilir; belirlenemezse 13, 9, 5 ve 20.
kromozomlar test edilir. Eger bunlarin sonucu da negatifse 5. basamaga

gecilir.

Glimiis boyama pozitif sonuglanirsa  akrosentrik  kromozomlarin
sentromerlerine 6zgiin cepl3/21, cepl4/22 ve cepl5S problar kullanilarak
sSMC’nin kokeni arastirilir. Koken belirlenirse 10. basamaga, belirlenemezse

6. basamaga gegilir.

En siklikla goriilen non-akrosentrik kromozom kaynaklt sSSMC’ler olan 8, 1,
9 ve 16. kromozomlar i¢in sentromerik problar uygulanir. Koken saptanirsa

10. basamaga, saptanamazsa 7. basamaga gegilir.
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7) Bu basamaga kadar kdken belirlenemediyse sSMC neo-sentromerik olabilir.
Bu asamada pan-sentromerik (pan-cep) problar kullanilir. sSSMC olgularin
yaklasik %3’iinde alfa-satellit DNA bulunmaz, bu nedenle test sonucu negatif
bulunabilir. Alfa-satellit DNA saptandiysa 8. basamaga, saptanamadiysa

9. basamaga gegilir.

8) Alfa-satellit DNA iceren sSMC’ler 11 farkli kromozomdan koken aliyor
olabilir. ilk énce 19. kromozom igin WCP probu uygulanmir. Daha sonra
sirastyla 2, 3, X, 17, 7, 4, 6, 11, 10 ve Y kromozomlar1 i¢in sentromerik

problar uygulanir ve 10. basamaga gegilir.

9) Neo-sentromerik sSMC’nin kdkenini belirlemek i¢in bu basamakta sirasiyla
15, 8, 13, 3, 1, ve 12. kromozomlar i¢in WCP problar ile FISH analizi
yapilir. Olgularin yaklasik %75’inde neo-sentromerik sSMC’nin kokeni bu
basamak itibariyle belirlenmis olur. Eger koken belirlenemediyse

10. basamaga gegilir.

10) De novo sSMC olgularinin %5-10 kadarinda UPD bildirildiginden bu son
basamakta UPD testi uygulanmalidir.

Yapilan caligmalar bu basamaklar sirasiyla uygulandiginda sSMC’lerin
%92'sinin karakterize edilebildigini gostermektedir. Daha ayrintili analiz i¢in ileri FISH
yontemleri ve array analizleri uygulanmaktadir (3). Yukarida belirtilen basamaklar rutin
molekiiler sitogenetik laboratuvarlarinda uygulanmasi i¢in Onerilen karakterizasyon
basamaklaridir. Calismamizda bu basamaklardan bazilar1 atlanarak ileri analiz

yontemleri uygulanmistir.
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Sekil 2.6: sSSMC karakterizasyonunda takip edilmesi onerilen basamaklar. Mavi daireler

icerisinde ilgili basamakta karakterize edilmesi beklenen sSMC yiizdesi gosterilmistir

Liehr (Small Supernumerary Marker Chromosomes)’den derlenmistir (3).

pan-cep: pan-sentromerik prob, cep:

painting.

sentromerik prob, wcp: whole chromosome
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Secilen Hastalar ve Klinik Degerlendirme

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na
2002-2008 yillar1 arasinda basvuran ve g¢esitli endikasyonlarla periferik kanindan
kromozom analizi yapilan 6045 hasta arasindan “marker kromozomu varligi” tanisi alan
olgularda gergeklestirilmistir. Marker kromozom varlig1 gosterilmis toplam 17 hastadan,
yapilmasi1 planlanan analizler i¢in genetik materyaline ulasabildigimiz 7 hasta ¢alismaya
dahil edilmistir. Tibbi Genetik Anabilim Dali’'mizda goriilen ve gelisimsel gecikme,
zihinsel yetersizlik, dismorfik bulgular gibi 0Ozellikleri olan bu hastalarin ayrintili
muayeneleri gerceklestirildi, aile agaclari ¢izildi ve fotograflar ¢ekildi. Hastalarin anne

ve babalar1 da degerlendirildi ve kromozom analizleri yapildi.

Hastalarimizda kromozom analizi sonucu ortaya konan marker kromozomlarin
orijininin belirlenmesi amaciyla FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) ve SNP
array (Single Nucleotide Polymorphism array) analizleri yapildi. Kromozom analizleri,
FISH analizleri (Whole Chromosome Painting - WCP) ve SNP array analizleri
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda; subcenM-FISH
(Subcentromer-specific multicolor FISH) analizi Almanya’da Jena Universitesi insan

Genetigi Boliimii, Molekiiler Sitogenetik Departmani’nda yapilda.

Calismamiz Hacettepe Universitesi Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmis ve

tibbi etik acisindan uygun bulunmustur:
(Proje No: LUT 12/124, Karar No: LUT 12/124 — 15).
3.2. Periferik Kan Orneklerinden Kromozom Analizi

Klinik muayene ve degerlendirmeleri yapilan hastalardan ve anne-babalarindan
sitogenetik analiz i¢in sodyum heparinli tliplere 3-5 cc kan alindi. Alinan kan 6rnekleri
kiltire edildi, elde edilen metafaz plaklar1 degerlendirildi. G-bantlamanin ardindan

kromozom analizi ger¢eklestirildi ve karyotipleme yapildi.
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Kromozom analizi ve G-Bantlama Uygulamasi

1. Periferik kan kiiltiir ortam1 hazirlanisi: RPMI-1640 Medium 100 ml igerisine
Fetal Bovine Serum (25 ml), Fitohemaglutinin (2 ml), L-Glutamin (2 ml), Gentamisin
(0,2 ml) eklenerek oda sicakligina getirilir.

2. Oda sicakligina gelen RPMI-1640 steril kiiltiir tiiplerine 10’ar ml koyulur. Bu
tiplere 0,6-0,8 cc periferik kan Orneginden eklenir ve tiipler agizlari kapatilarak
37 °C’deki etiive yerlestirilerek 72 saat bekletilir.

3. Harvesting islemi: 72 saat sonra etiivden ¢ikartilan tiipler hafif¢e karistirilir ve
tiiplere oda sicakliginda 100 pl colcemid ilave edilir. Tiipler tekrar karistirilarak
37 °C’deki etiive yerlestirilir. 30 dakika sonra tiipler 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilir.

4. Santrifiij sonrasi siipernatan atilir ve vortekste tiiplere 37 °C 1siya getirilmis 10
ml KCI eklenerek tiipler tekrar etiive yerlestirilir. 25 dakika etiivde tutulan tiipler 2500
rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatan atilarak ¢okelti {izerine vortexte 10 ml,
-20 °C bekletilmis fiksatif damla damla eklenir. 1 gece 2-8 °C bekletilen tiipler ertesi
giin 10 dakika santrifiij edilirler. Siipernatan atilir ve cokelti lizerine 7 ml fiksatif
vortekste eklenir. Daha sonra bir kez daha santrifiij isleminden gecen tliplerden
siipernatan atilir ve 5 ml fiksatif eklenir. Son santrifiij islemi ile tiipler yayma asamasina
hazir hale gelirler.

5. Son fiksatif ekleme igsleminden sonra tiipler sanrifiij edilir. Siipernatan atilir ve
tiiplerin i¢inde kalan ¢okeltiye birka¢ damla fiksatif vortekste eklenir. Pipet yardimiyla
tiip igerisinden alinan 1-2 damla materyal, kuru ve temiz bir lam {izerine damlatma veya
puskiirtme yontemi ile yayilir. Kurumaya birakilan preparatlar kuruduktan sonra 1 gece
60 C°’ de pasteur firininda bekletilirler. Lama fikse olan kromozomlar boyama asamasi
icin hazir hale gelirler.

6. Bantlama: 0,4 gr tripsin 10 ml distile suda eritilerek 50 ml DB Buffer ile
karigtirilir. Hazirlanan karigim saleye aktarilir. 0,2 g/100 ml Metanol, Leishman
Boyasindan 1 birim, Gurr Buffer’dan 3 birim olacak sekilde karistirilir. Hazirlanan boya

bantlama isleminde kullanilir. Eskitme islemi tamamlanmis preparatlar 6-10 sn sale
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icindeki tripsinde bekletilir. Hizl1 bir sekilde distile sudan gecirilen preparatlar iizerine
2-3 ml Lesihman boyasindan dokiiliir. 3 dk boya ile muamele edilen preparatlar, distile
sudan gecirilip, kurumaya birakilir. Kuruyan preparatlarin bant kalitesi 151k
mikroskobuyla kontrol edildikten sonra, preparatlar ksilen dolu saleye konur. Preparatlar
kuruduktan sonra, iizerine birka¢ damla Entellan damlatilir ve lamel ile kapatilip,

yapistirilir. Preparatlar karyotiplendirme i¢in hazir hale gelir.
3.3. FISH Analizleri

Normal ve yiiksek c¢oOziiniirliikklii bantlama tekniklerinin  gelistirilmesiyle
kromozomlarda yaklasik olarak 5 Mb’dan biiyliik olan delesyon, duplikasyon,
inversiyon, translokasyon gibi kromozomal anomaliler belirlenebilir. Bununla birlikte
kromozomal anomalilerin bantlama teknikleri ile tespit edilemeyecek kadar kiigiik
oldugu durumlarda da FISH analizleri yapilmaktadir. FISH teknigi ayni anda hem
hiicresel, hem de molekiiler diizeyde bilgi saglayan bir tekniktir.

FISH analizi genel olarak su basamaklari igermektedir:

e Hedef DNA’nin bir slayt iizerine fiksasyonu. Hedef DNA hiicre, niikleus,
metafaz kromozomu veya sadece DNA olabilir.

e Prob DNA’nin isaretlenmesi: Direkt veya indirekt olabilir. Direk isaretlemede
kullanilan flérokromlar (Cy3, Cy5, Texas Red, FITC) mikroskop altinda direk
goriintlilenebilirken; indirekt isaretlemede kullanilan haptenlerin (biotin, digoxigenin)
floresan mikroskop altinda goriiniir olabilmesi icin bir antikor (anti-digoxigenin-
rhodamine) ile tespit edilmesi gerekir (Sekil 3.1).

e Hedef ve prob DNA denatiire edilir. Probun kendisine homolog olan DNA
sekansina hibridizasyonu saglanir.

e Hedef ve prob DNA renatiire edilerek hibridizasyon sonrasi yikama agamalari
uygulanir.

e Karsit boya (DAPI) ile kromozomlar goriintiilenebilir hale getirilir ve coverslip

ile slayt kapatilarak analize hazir hale getirlir.
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Sekil 3.1: a) FISH yonteminin ana elemanlari: DNA probu (probe) ve hedef sekansi

(target). b) Hibridizayson dncesi DNA probunun indirekt (sol panel) veya direkt (sag
panel) yontem ile isaretlenmesi. ¢) Isaretlenmis problarin ve hedef DNA’nin
denatiirasyonu. d) Hibridizasyon. e) Indirekt isaretlenmis problarm tespit edilmesi.

(Speicher ve dig.’nden alinmistir) (88).

FISH metodunun klinikte bircok uygulama alant vardir. Kromozomal
patolojilerinin belirlenmesi ve karakterize edilmesi (mikrodelesyon sendromlari,
subtelomerik delesyonlar, marker kromozomlar vb.), prenatal andploidi taramasi,
preimplantasyon genetik tani ve kanser dokusu calismalari en yaygin kullanildigi

alanlardir.

Bu c¢alismaya alinan hastalara G-bantlama yontemi ile marker kromozom tanisi
konduktan sonra, oncelikle cesitli WCP problart uygulanarak marker kromozomun

kokeni arastirildi. WCP, hangi kromozom i¢in prob uygulaniyorsa o kromozomun
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tamamin1 boyayarak analiz edilmesini saglayan bir yontemdir. Literatlirde en sik goriilen
marker kromozomlar 15 ve 22’nci kromozomlardan koken aldigi i¢in oncelikle bu

kromozomlarin WCP’si uygulandi.
3.4. Genomik DNA’nin izolasyonu

Marker kromozomu varlig1 saptanan hastalara SNP mikroarray analizi yapilmasi
planlandi. EDTA’l1 tiiplere 5-10 cc miktarinda alinan periferik kan 6rneklerinden DNA

izolasyonu gergeklestirildi.
Amonyum Asetat (Tuzla ¢oktiirme) yontemi ile DNA izolasyonu:

1. 10 cc’lik EDTA’l tiiplerde gelen kan 50 ml’lik falcon tiipiine bosaltilir. Uzerine
otoklavlanmis soguk distile su eklenerek 50 ml’ye tatamamlanir ve elde kuvvetlice
calkalanir.

2. 1750 rpm’de 20 dk santriiftij edilen tiiplerin dibinde olusan siipernatan dokiiliir.
Uzerine otoklavlanmis soguk distile su eklenerek 45 ml’ye tamamlanir ve tiipiin
dibindeki pelet hafifce ¢alkalanarak ¢ozdiirtiliir.

3. Tiipler 1900 rpm’de santriifiij edildikten sonra olusan siipernatan dokiiliir. Her
bir tiipe NLB (Nuclei lysis buffer) soliisyonu eklenir. Tiplerin kapaklar1 kapatilarak
kuvvetlice ¢alkalanir.

4. Tiplerin her birine 150 pl Proteinaz-K ve 200 pl %10’luk SDS (Sodyum Dodesil
Siilfat) ilave edilir. Tiipler vortekslenerek 16 saat siireyle 37 °C’deki etiivde bekletilir.

5. Etiivden c¢ikartilan tiiplerin her birine 3 ml amonyum asetat eklenerek tiipler
kuvvetlice ¢alkalanir ve 20 dk oda sicakliginda bekletilir.

6. Tiipler 4000 rpm’de 20 dk santriifiij edilir. Icerisinde DNA olan siipernatan
dipteki pelete dokunmadan pastor pipeti yardimi ile steril olan ikinci falcon tiipiine
alinir, lizerine alkol eklenir ve galkalanir.

7. DNA gozle goriiniir hale gelir ve pipet ucu yardimiyla toplanan DNA, igerisinde
400 pl TE Buffer (Tampon ¢ozeltisi) bulunan ependorf tiiplerine aktarilir.

8. FElde edilen DNA’lar, c¢oziinmesi igin bir gece daha 37 °C’lik etiivde
bekletildikten sonra -20 °C’deki derin donduruculara kaldirilir.
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3.5. SNP Microarray (Mikrodizin, Cip) Analizi

Microarray teknolojisi 6zel dizayn edilmis ¢ipler araciligi ile tim genomu
goriintiilemeyi ve analiz etmeyi saglayan bir analiz yontemidir. DNA microarray’i cam,
plastik veya silikon ¢ip gibi kat1 bir yiizeye tutturularak sirali bir sekilde (array)
olusturulmus mikroskobik DNA spotlaridir. Yiizeye tutturulan bu DNA pargalar
(genellikle 20-100 niikleotid uzunlugunda) prob olarak tanimlanir. Analiz edilecek hasta
orneklerinin bu problara hibridize edilerek floresan yontem ile taranmasi bu yontemin
temelini olusturur. Spotlu c¢ipler, oligoniikleotid ¢ipler, SNP ¢ipler gibi farkh

microarray’ler bulunmaktadir.

Bu calismada genom iizerindeki polimorfizm gosteren tek niikleotid (single
nucleotide polymorphism; SNP) degisikliklerini taramaya yarayan Affymetrix® 250K
SNP c¢ip teknolojisi kullanildi. Bu ¢iple genomda onceden tanimlanmis 250.000 tek
niikleotid degisikligi tarandi. Es zamanli olarak hastalarin anne ve babalart da SNP

cipler ile analiz edilerek hastalarin sonuglariyla karsilastirildi.

SNP ¢ip analizinde asagida belirtilen, Affymetrix sirketinin sagladigi protokol
takip edildi.

a. Genomik DNA’nin hazirlanisi ve kesimi:

Kullanilacak genomik DNA, konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde seyreltilir.
Seyreltilen DNA 6rneginden 5 pl almarak ependorf tiipiine aktarilir. Uzerine 9,75 pl
deiyonize su, 2 pul NE tampon ¢ozeltisi (10X), 2 pul BSA (Bovine Serum Albumin)
(Img/ml) ve 1 ul Nsp I kesim enziminden olusan 14,75 pl’lik karisim eklenir. Thermal
cyclerda 37 °C—120 dk, 65 °C—20 dk, 4 °C—ow programina konur. Boliimiimiizde
thermal cycler olarak Geneamp® PCR system 9700 cihazi kullanilmaktadir.
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b. Ligasyon:

0,75 pl adaptor Nsp 1 (50 uM), 2,5 uL T4 DNA ligaz tamponu (10X) ve T4
DNA ligaz enziminden (400 U/ul) olusan ligasyon karigimi kesimi tamamlanmig DNA
orneginin tizerine eklenir. Son hacim 25 pl (19,75+5,25) olur. Thermal cyclerda
16 °C—180 dk, 70 °C—20 dk, 4 °C—oo programina konur. Ligasyon sonrasi her

Ornegin tizerine 75 pL deiyonize su eklenir.
c. PCR:

Kesimi ve adaptdr ligasyonu yapilmis DNA iiriiniinden 10 pl alinir. Uzerine 39,5
ul deiyonize su, 10 pl Taq PCR tamponu (10X), 20 ul GC-Melt (5M), 14 pl ANTP (her
birinden 2,5 mM), 4,5 pl PCR primeri (100 uM) ve 2 pl Taq DNA polimeraz
enziminden olusan 90 ul’lik PCR karigimi eklenir. Her bir 6rnek i¢in 3 ayr1 PCR tiipii
hazirlanir. Toplam 100 pl’lik karisim thermal cyclerda 94 °C—3dk sonrasi
94 °C—30sn, 60 °C—45 sn, 68 °C—15 sn (toplam 30 dongii), 68 °C—7dk, 4 °C—o0
PCR programina konarak amplifikasyon saglanir. Elde edilen PCR iirlinlinden 3 pl
aliarak %2’lik TBE agoroz jelde 120 Volt’da bir saat yiiriitiiliir. Jelde yaklasik olarak

200-1100 bp arasinda {iriin y1g1lim1 olmasi beklenir.
d. PCRiiriinlerinin saflastirilmasi ve miktarimmin ol¢iimii:

Saflastirma islemi Qiagen MinElute® 96 UF plate kullanilarak yapilir. Her bir
PCR tiipiiniin iizerine 50 ul deiyonize su eklenir. Tiipler lice boliinerek plate lizerindeki
kuyucuklara yiiklenir (her kuyucuga yaklagitk 50 pl). Vakum cihazi 800 mbar’a
ayarlanarak plate 15 dk vakumlanir. Vakum sonrasi tekrar her bir kuyucuga 50 pl
deiyonize su eklenerek ayni1 vakum islemi tekrarlanir. Akabinde kuyucuklara 35°er pul su
eklenerek plate 5 dk vortekslenir. Vorteks sonrasi kuyucuklardaki PCR {iriinleri
0.5 cc’lik ependorf tiiplerine alinir. Her 6rnek i¢in 9x35 ul saflagtirilmig PCR iiriinii elde
edilmis olur. PCR firiinlerinin miktar 6l¢timii spektrofotometre ile yapilir. Boliimiimiizde
NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektrofotometre cihazi kullanilmaktadir. OD o6l¢timii

90 pg/ul’nin iizerinde olmalidir. Her bir 6rnek i¢in elde edilen 315 pl PCR f{iriiniiniin
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Vacum Drier’da suyu ucurularak fragmantasyon basamagi igin gerekli olan 45 pl {iriin

elde edilir.

e. Fragmantasyon

Oncelikle purifiye edilmis 45 pl PCR iiriiniiniin iizerine 5 pl 10X fragmantasyon
tamponu eklenir. Daha sonra konsantrasyonu 2,5 U/ul olan fragmantasyon enzimi
0,05 U/ul’ye seyreltilir. Seyreltilmis enzimden 5 pl karisima eklenerek termal cyclera
yiiklenir ve 37 °C’de 35 dk, 95 °C’de 15 dk tutulur. Elde edilen iirlinden 4 pl alinarak
%4’liik TBE agoroz jelde 120 Volt’da 30 dk yiiriitiiliir. Jelde ortalama 180 bp’in altinda

tiriin y181lim1 olmasi beklenir.
f. Isaretleme

14 pl 5X TdT tamponu, 2 ul GeneChip® DNA labeling reagent ve 3,5 ul TdT
enzimi (30 U/ul) karigtirilarak elimizdeki 50,5 pl’lik fragmante DNA’nin {izerine
eklenir. Termal cyclerda 37 °C’de 4 saat, 95°C’de 15 dk tutulduktan sonra 4 °C’de
bekletilir. Bir sonraki asamaya hemen gecilmeyecekse isaretlenmis ornekler -20 °C’de

saklanir.
g. Hibridizasyon

Isaretleme sonrasi elde edilen drnege 12 ul MES (12x, 1,22 M), 13 ul DMSO
(%100), 13 pl Denhardt’s soliisyonu (50X), 3 ul EDTA (0,5 M), 3 ul HSDNA
(10 mg/ml) ve 2 pul OCR 0100’den olusan 190 pl’lik hibridizasyon karisimi eklenir.
Toplam 260 pl’lik karisim 99 °C’de 10 dk ve 49 °C’de 1 dk bekletildikten sonra
igerisinden 200 pl alinarak c¢ipe yiiklenir. 49 °C’deki hibridizasyon firinina yerlestirilen

ciplerin 60 rpm donme hizinda 16-18 saat siireyle hibridizasyonlar1 saglanir.

Hibridizasyon sonrasi islemler i¢in array holding tamponu, streptavidin
fikoeritin (SAPE) boyama ve antikor boyama ¢ozeltileri hazirlanir. Array holding buftfer
icin 8,3 ml MES stock buffer (12X), 18,5 ml 5M NaCl, 0,1 ml Tween-20 (%10) ve
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73,1 ml distile su karigtirilir. SAPE ve antikor boyama c¢dzeltileri i¢cin 800,04 ul su,
360 pl SSPE, 3,96 ul %3’lik Tween-20, 24 pl Denhardt’s soliisyonu karistirilip 2 ayri
tiipe 594 pul konur. SAPE tiipline 6 pul Img/ml’lik SAPE, antikor tiipline ise 6 ul
0,5 mg/ml’lik biyotinlenmis antikor eklenir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler fluidics yikama

istasyonuna yerlestirilerek sirasiyla yitkama, boyama ve tarama asamalarina gegilir.
h. Yikama, boyama ve tarama

Hibridizasyon firinindan alinan ¢iplerin i¢lerindeki soliisyon bosaltilarak 270 pl
array holding tamponu yiiklenir. Yikama iglemi, Fluidics Station 450°de GeneChip®
Operating Software (GCOS) 1.4 yazilimi kullanilarak yapilir. Cipler Fluidics cihazina
yerlestirilir. GCOS programinda sirasiyla her bir ¢ipin kaydi yapilir, yikama ve boyama
basamaklarina gecilir. Ardindan cipler GENEChip Scanner 3000 7G tarayicisina
yerlestirilir. Sonuglar “.CEL” formatinda otomatik olarak dosyalanir. Veri dosyalari
daha sonra Genotyping Console yazilimina aktarilir ve “.CHP” dosyas1 haline ¢evrilir.
Tarama sonucunda mikrodizin elde edilen SNP sinyal alim1 yiizdesi hesaplanir. SNP call
rate degerleri %80’in lizerindeyse analiz basarili sonu¢ vermistir ve yorumlanmaya

hazirdir.
3.6. ileri FISH Yontemleri

Bu calismaya alinan hastalarda SNP array ile marker kromozomlarin hangi
kromozomlardan koken aldigi ayrintili bir sekilde gosterildikten sonra marker
kromozomlarin yapisal organizasyonunun belirlenmesi i¢in subcenM-FISH yontemi
kullanildi. Ancak, 2 olgudan (olgu 4 ve olgu 6) yeterli 6rnek temin edilemediginden bu

hastalarda FISH ile konfirmasyon yapilamadi.
3.6.1. SubcenM-FISH

Kromozomlarin tamamini veya belirli bolgelerini analiz etmeye yarayan birgok
FISH teknigi gelistirilmis olmakla birlikte 6zellikle sentromerik ve perisentrik bolgeler
teknik nedenlerle analizi zor bolgelerdir. Bunun nedeni DNA {izerinde bulunan ardigik

tekrar sekanslarinin 6zellikle bu bolgelerde yogunlagsmasidir. SubcenM-FISH yontemi,
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Ozellikle sentromer yakinindaki Okromatin materyali boyamak tizere gelistirilmis bir
tekniktir. Sentromere en yakin BAC (bacterial artificial chromosome) problart ve
mikrodiseksiyon yontemi ile elde edilmis kromozom kollarina spesifik problar
birlestirilerek her kromozom ig¢in ayr1 prob karisimlart hazirlanir (Sekil 3.2) (7).

Bu c¢aligmada 15 ve 18’inci kromozomlar i¢in subcenM-FISH problar kullanild.

Spec.0range

M Spec.Green
DEAC

M Texas Red

M Cy5

XY

2-8 9 21-22
10-12 16

17-20

Sekil 3.2: A) SubcenM-FISH problarinin isaretlenmesini gosteren sema. Non-
akrosentrik kromozomlarin p kolu cyanine 5 (Cy5) ile, q kolu diethylaminocoumarin
(DEAC) ile isaretlenir. Kromozomun uzun kolundaki sentromere yakin bdlgenin probu
SpectrumGreen (Spec.Green), kisa kolunun sentromere yakin bolgesi Texas Red ile
isaretlenir. Akrosentrik kromozomlarda uzun kol CyS5 ile, kisa kol DEAC ile, uzun kolun
sentromere yakin bolgesi Texas Red ile boyanir. Tiim kromozomlarin sentromerleri
SpectrumOrange (Spec.Orange) ile isaretlenir. B) Tiim kromozomlarin subcenM-FISH
problar ile boyanisinin sematik gosterimi (Bu analiz her kromozom ig¢in ayr1 ayri

uygulanmaktadir) (Starke ve dig.’nden alinmistir) (7).
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a. Slaytlarin 6nhazirhg:

1. Hastalardan sodyum heparinli tiiplere alinan periferik kan ornekleri yukarida
bahsedilen “Periferik Kan Orneklerinden Kromozom Analizi” basamaklarindan
preparasyon asamasina kadar getirilip 6rneklerin slaytlar1 hazirlanir.

2. Bir sale igerisine 100 ml 10 mM HCI soliisyonu konulur ve 37 °C’ye getirilmis
sicak su banyosuna yerlestirilir. Soliisyonun sicaklig1 37 °C’ye geldiginde igerisine 500
ul pepsin (20 mg/ml) soliisyonu eklenir.

3. Slaytlar bu karisim icerisinde 5 dk inkiibe edilir. Inkiibasyon sonras1 1xPBS
icerisinde oda sicakliginda 5 dk yikanir.

4. Oda sicakliginda lamel altinda 100 pl postfiks-soliisyonunda (%1°lik
formaldehit) 10 dk inkiibe edilir.

5. Lamel uzaklastirilarak slaytlar 100 ml’lik 1xPBS igerisinde oda sicaklifinda 5 dk
yikanur.

6. Slaytlar %70, %95, %100’lik etanol serilerinden her birinde 3’er dk bekletilerek
gecirilir ve kurumaya birakilir.

b. Kullanilacak problarin denatiirasyonu ve prehibridizasyonu:

0,5 mI’lik tiipte 5 pg’lik cot-1 DNA hazirlanir. Tiipiin igerisine her bir 6rnek igin 3 pl
prob ve 2 pl dekstran siilfat (hibridizasyon tamponu) eklenerek tiipler 37°C’deki termal
karigtiricidda 10 dk calkalanir. Tiipler “thermocycler” igerisine prehibridizasyon
programi yazilarak yerlestirilir (75 °C’de 5 dk — 4 °C’de 2 dk — 37 °C’de 30 dk).

¢. Slaytlarin Denatiirasyonu:

7. Slaytlarin {izerine 100 pl %70’lik formamid damlatilir. Lamel ile kapatilan
slaytlar 72-73 °C’lik sicak yiizey lizerinde 3 dk tutularak denatiire edilir.

8. Lamel uzaklastirlir ve slaytlar -20 °C’deki %70’lik etanolde 3 dk bekletilir.

9. Ardindan %95 ve %100’liik etanollerden 3’er dk gecirilerek kurumaya birakilir.

10. Denatiire edilmis slaytlarin iizerine hazirlanmis prob karisimindan 10°ar pl
damlatilir. Lamelle Ortiildiikten sonra gevresi yapistirici ile kapatilarak 37 °C’de nemli

bir ortam igerisinde bir gece bekletilir.
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d. Slaytlarin yikanmasi:

11. Slaytlar 37 °C’den ¢ikartilarak tizerindeki yapistirict ve lamel uzaklastirilir.

12. Seramik bir kap igerisinde 62-63 °C’ye isitilmis 100 ml 1xSSC’de 5 dk
bekletilir.

13. Oda sicakliginda 100 ml 4xSSC/%0,2 Tween’de 5 dk bekletilir.

14. Slaytlarin {izerine 100 pl marvel soliisyonu (0,1 gr siit+2ml) damlatilarak lamelle
kapatilir. 37 °C°de 15 dk bekletilir.

15. Lamel uzaklastirthir ve slaytlar calkalayict iizerinde 100 ml’lik 4xSSC/Tw
icerisinde 2 dk yikanir.

16. Problarin florokromlar ile isaretlenebilmesi igin 100 pl’lik antikor soliisyonu
(Orn. 4 pl SA-Cy5 + 96 ul Marvel) ile lamel altinda muamele edilerek 37 °C’de 35-45
dk bekletilir.

17. Lamel uzaklastirilir ve slaytlar c¢alkalayici iizerinde 100 ml’lik 4xSSC/Tw
icerisinde 5 dk yikanir. Bu basamak yeni soliisyonla bir kez daha tekrarlanir.

18. Slaytlar 100 mI’lik 1xPBS igerisinde oda sicakliginda 5 dk yikanir. Bu basamak
yeni soliisyonla bir kez daha tekrarlanir.

19. Slaytlar %70, %95, %100’liik etanol serilerinden her birinde 3’er dk bekletilerek
gecirilir ve karanlik bir ortamda yaklagik 30 dk kurumaya birakilir.

20. Kurumanin ardindan antifade-DAPI soliisyonu damlatilarak kapatilan slaytlar

analize hazir hale gelirler.
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4. BULGULAR
4.1. Klinik Bulgular
4.1.1. Olgu 1

Gelisimsel gecikme nedeniyle 6 aylikken boliimiimiizde
goriildii. Oykiisiinden 35 yasindaki annenin ikinci gebeliginden ve
ikinci yasayan olarak sezaryen ile 3100 gr dogdugu, 2 giinliikken

sarilik nedeniyle fototerapi aldigi, kilo aliminin normalin altinda

oldugu, prenatal/natal bir probleminin olmadig1 ve motor gelisim

basamaklarinin yasina gore uygun oldugu Ogrenildi. Anne-baba 3 912yag
arasinda akrabalik yoktu ve soygec¢misinde Ozellik saptanmadi. Alti

aylik iken yapilan fizik muayenesinde viicut agirlig1 4940 gr (<3p), boyu 63 cm (10-25p)
ve bas cevresi 39 cm (3p) idi. Mikrosefali, derin yerlesimli gozler, strabismus,
hipertelorizm, yukar1 egimli palpebral araliklar, i¢ epikantal katlantilar, diisiik yerlesimli
kulaklar, belirgin burun koki, yukar1 kalkik burun ucu, mikrostomi, yiliksek/dar damak
ve ince parmaklar dismorfik ozellikler olarak saptandi. Ug yas 6 aylik iken tekrar
degerlendirilen hastamizin viicut agirlig1 10 kg (<3p), boyu 90 cm (3-10p) ve bas ¢evresi
44,5 cm (<3p) olarak ol¢iildii. Psikometrik degerlendirmesinde agir zihinsel yetersizlik

tespit edildi. Kronik konstipasyon hikayesinin oldugu ve infantil ezotropya nedeniyle

ameliyat edildigi 6grenildi. Abdomino-renal US, EKO, beyin BT incelemeleri normaldi.

4.1.2. Olgu 2

Bolimiimiizde 8 yas 5 aylik iken zihinsel yetersizlik
nedeniyle degerlendirilen hastamizin Oykiisiinden 39 yasinda
annenin besinci gebeliginden ve besinci yasayan olarak 2300 gr

agirliginda sezaryen ile dogdugu, 1 yasindan sonra basini dik

tutmaya, 1,5 yasinda desteksiz oturmaya, 4 yasinda yiirlimeye

basladigi, nobet, neonatal dis, gastrodzotfageal reflii ve vezikoiireteral

refli (VUR) oOykiilerinin oldugu 6grenildi. Soyge¢misinden 20
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yasindaki ablasinda zor dogum hikayesi, gelisimsel gecikme, zihinsel yetersizlik, nobet
hikayesi oldugu ve bu ablasina daha Onceden yapilan kromozom analizinde
46,XX,dup(6)(p23p25) anomalisi saptandigi 6grenildi. Anne babasi arasinda akrabalik
yoktu. Sekiz yas 5 aylik iken yapilan fizik muayenesinde viicut agirhig 24 kg (25p),
boyu 126cm (25-50p) ve bas ¢evresi 47cm (<-2SD) idi. Diger fizik muayene bulgular1
mikrosefali, trigonosefali, ince uzun yiiz, belirgin alin, strabismus, diisiikk yerlesimli
kulaklar, antiheliks anomalisi, belirgin burun kokii, mikrostomi, prognatizm, dar
omuzlar, kifoskolyoz, iki skapula arasinda orta hatta 2x2 cm mor makiiler lezyon, genis
parmaklar, uzun orta falankslar, 2 ve 3. parmaklarda orta falanksta ilave fleksiyon
cizgileri, tenar/hipotenar hipoplazi, bacaklarda ksenotik egzema ve pes plano valgus
olarak belirlendi (Sekil 4.1). Psikometrik degerlendirmesinde agir zihinsel yetersizlik
tespit edildi. Hastamizin daha sonraki degerlendirmelerinde kifoskolyoz ve
vesikoiireteral refli nedeniyle ameliyat oldugu 6grenildi. Beyin MRG’sinde korpuz

kallozumun posterior kisminda incelme saptanan hastamizin EEG’sinde yavas ve

diizensiz zemin aktivitesi tespit edildi.

Sekil 4.1: Olgu 2’nin fotograflari (8 SN2 yas)
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4.1.3. Olgu 3

Ik kez 5 yasinda iken gelisimsel gecikme ve direncli nobetler
nedeni ile boliimimiize basvuran erkek hastamizin alinan
Oykiistinden 31 yasinda annenin ikinci gebeliginden prematiir dogum
ile diinyaya geldigi, 3 yildir nobet gecirdigi, 2 yasinda desteksiz

oturmaya, 5 yasinda yiirlimeye basladig1 6grenildi. Birka¢ kelimenin

disinda konusmast yoktu. Anne ve babasi akraba degildi ve
soyge¢misinde herhangi bir bulguya rastlanmadi. Bes yasinda iken 12 yas

yapilan fizik muayenesinde boyu 108 cm (50p), viicut agirligt 14700 gr (10-25), bas
cevresi 47 cm (<3p) idi. Yapilan muayenesinde mikrosefali, liggen yiiz, strabismus,
kulaginda antiheliks anomalisi ve ayaklarinda 2-3. parmaklar arasinda kutandz
sindaktilinin varlig1 saptandi. Psikometrik degerlendirmesinde agir zihinsel yetersizlik

tespit edildi.

4.1.4. Olgu 4

Zihinsel yetersizlik ve gelisimsel gecikme nedeniyle 8
yasinda boliimiimiize basvuran hastamizin alinan Oykiisiinden 32
yasindaki annenin iclincii gebeliginden ikinci yasayan olarak,

miadinda ve sezaryenle 2800 gr dogdugu, prenatal bir probleminin

olmadigi, 7 aylikken bas kontroliine, 2 yasinda desteksiz oturmaya

ve 5 yasinda ylirimeye basladigi, birka¢ kelime ile konusabildigi,

8 yas

hiperaktif oldugu, tuvalet egitiminin heniiz olmadigi, 1 yasindan beri

0zel egitim aldig1 ve fayda gordiigli 6grenildi. Soyge¢cmisinde bir 6zelligi yoktu. Sekiz
yasindaki fizik muayenesinde viicut agirligi 14500 gr (<3p), boyu 116 cm (3-10p) ve bas
cevresi 47,3 cm (<-2SD) olarak 6lgiildii. Diger fizik muayene bulgular1 olarak el sallama
hareketleri, mikrosefali, uzun ince yiiz, strabismus, belirgin burun kokii, hipoplazik
burun kanatlari, mikrostomi, dar ve yiiksek damak, maksiller hipoplazi, sagda aksesuar
meme basi, proksimal ¢ikisli ve addiiksiyonda basparmaklar (fleksiyon kontraktiirii),

araknodaktili, hipoplazik skrotum ve bilateral kriptorsidizm saptandi (Sekil 4.2).
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Psikometrik degerlendirmesinde agir zihinsel yetersizlik tespit edildi. Kranial
MRG’sinde normalden kisa ve ince korpus kallozum, ekokardiyografik incelemesinde

sol ventrikiil ¢ikisinda minimal fokal hipertrofi, abdominal ve renal US’si normal olarak

saptandi.

Sekil 4.2: Olgu 4’iin fotograflar1 (8 yas)

4.1.5. Olgu 5

Ogrenme giicliigii nedeniyle 15 yasinda klinigimizde
degerlendirilen erkek hastanin 29 yasinda annenin ilk gebeliginden
miadinda ve normal spontan vajinal yol ile 3200 gr dogdugu, 6

aylikken basini dik tuttugu, 10 aylikken desteksiz oturdugu, 15

aylikken yiiriidiigii, 18 aylikken konusmaya basladigi, okumay1 hala

.....

olmayan anne babanin ilk ¢ocugu olan hastamizin aile hikayesinde

15 yas

bir ozelligi yoktu. On bes yasinda Olciilen viicut agirhig 83,7 kg

(97p), boyu 168 cm (25-50p), bas cevresi 57 cm (%50 — +2SD) olan hastanin ¢ok
hareketli ve sinirli tavirlar1 dikkat ¢ekiciydi. Fizik muayenesinde hemihiperplazi (sag >
sol), govdede yaygin pigmenter mozaisizm, One rotasyonlu kulaklar, el eklemlerinde
hiperlaksite, trunkal obezite, sag gluteal bolgenin iistiinde arka aksiller hatta 1x0,5 cm

hiperpigmente alan, sol ayak ikinci parmagin diger parmaklarin iistiine bindigi belirlendi
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(Sekil 4.3). Psikometrik degerlendirmesi hafif/orta derece zihinsel yetersizlik olarak
saptandi. Kranial MRG’sinde bilateral lateral ventrikiil oksipital hornlarinda hafif
genisleme izlendi. Abdomino-renal US incelemesinde sag bobrek parankim

ekojenitesinde artis ve splenomegali saptandi. EEG incelemesi normal bulundu.

Sekil 4.3: Olgu 5’in fotograflar1 (15 yas)

4.1.6. Olgu 6

Gelisimsel gecikme nedeniyle 13 aylik iken boliimiimiizde
goriilen erkek hastamizin ailenin ikinci ¢ocugu oldugu ve anne-
babasinin akraba olmadig1 6grenildi. Prenatal ve natal 6zelligi
bulunmayan hastamizin postnatal hikayesinden 10 aylikken
desteksiz oturdugu ve heniliz anlamli kelime kullanmadig

goriildii. On ti¢ aylikken yapilan fizik muayenesinde mikrosefali,

hipertelorizm, epikantal katlantilar, belirgin alin ve kalin dudaklar
mevcuttu. Sekiz yasinda tarafimizdan tekrar degerlendirilen
hastamizin 22 aylikken yiirlimeye basladigi, birka¢ kelimeleyle konustugu ancak climle
kuramadigi, 6 yasinda baslayan miyoklonik kasilmalar seklinde direncli nobetlerinin
oldugu, ge¢ yiirimeye basladigi, yiirimede dengesizliginin oldugu ve 7 yasinda
uygulanan psikometrik degerlendirme testinde genel gelisimsel gecikme (18-19 ay)
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saptandig1 6grenildi. Fizik muayenesinde viicut agirligi 22 kg (10-25p), boyu 118,5 cm
(3-10p) ve bas gevresi 50 cm (-2SD — %50) olarak olciildii. EEG’sinde uykuda
jenaralize olan epileptiform aktivite (sol>sag) saptandi. Isitme testi, EKO ve kraniyal

MRG incelemeleri normaldi.
4.1.7. Olgu 7

Gelisimsel gecikme ve davranis problemleri nedeniyle 15
yasinda boliimiimiizde degerlendirildi. Prenatal ve natal donemde
herhangi bir problemi olmadigi Ogrenilen erkek hastamizin
postanatal dykiisiinden yenidogan doneminde 6 kez ndbeti oldugu
ve herhangi bir tedavi uygulanmadigr oOgrenildi. 3 yasinda

ylrlimeye, 5 yasinda konusmaya bagladigi, intihar egiliminde

oldugu ve bagkalarina zarar verme gibi agresif davranislarinin 19 yag

oldugu bildirildi. Anne babasi arasinda akrabalik yoktu ve hastamizin saglikl iki erkek
kardesi vardi. On bes yasindaki fizik muayenesinde kekemelik ve patlar tarzda
konusmasi, heyecanli yapisi, zeka geriligi, belirgin burun kokii, retrognati, kubitus
valgus ve hafif pektus karinatum saptandi. Psikometrik degerlendirmesinde orta derece

zihinsel yetersizlik tespit edildi. Beyin BT ve EEG incelemeleri normaldi.
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4.2. Laboratuvar Bulgulan

G-Bantlama yontemi ile kromozom analizi sonucu marker kromozom saptanan
hastalarimiza FISH (WCP) analizi, subcenM-FISH analizi ve SNP-array analizleri
yapildi. SNP-array analizleri i¢in 250K array platformu kullanildi ve elde edilen
sonuglar Affymetrix Genotyping Console programinda analiz edilerek marker

kromozomlarin daha ayrintili yapilar1 ortaya kondu.
4.2.1. Olgu 1

Karyotip analizi sonucu 47,XX,+mar saptanan hastamizin WCPI18 probu ile
analizi yapilarak marker kromozomun 18. kromozomdan koken aldig1 belirlendi (Sekil
4.4). ileri FISH yontemi olarak hastamiza 18. kromozom ig¢in dizayn edilmis subcenM-
FISH analizi yapildi. Bu analizde marker kromozomun 18p problart (18p,
BACI18p11.21:RP11-411B10) ve 18. kromozomun sentromerini igeren prob (CEP 18)
ile boyandig1, q kolunu igeren problar (18q, BAC18q11.2:RP11-10GS8) ile boyanmadig1
goriildi (sekil 4.5). Bu sonuglarla marker kromozomun izokromozom 18p olusumuna

sahip oldugu tespit edildi. Anne ve babanin kromozom analizleri normaldi.

Yapilan array analizinde 18. kromozomun p11.21 ile p11.32 bolgeleri arasinda
14.887 kilobazlik bir alanda 4 kopyalik bir kazanim oldugu tespit edildi. izokromozom
18p yapisina sahip olan marker kromozomun baslangi¢ ve bitis lineer pozisyonlari
(chr18:210071-15096727 bp) (SNP marker no:1878089-4194211) belirlendi ve yapisi
ayrintili bir sekilde gosterildi. (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: Olgu 1’in 18. kromozom i¢in subcenM-FISH analizi sonucu
(Yesil: Sentromerik prob, kirmizi: 18q11.21 bolgesi BAC probu, mor: 18p11.21 bolgesi
BAC probu, sar1: 18q, aqua: 18p).
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Sekil 4.6: Olgu 1’in array analizi sonucu. Kirmizi kare igerisine alinmis kisim ilgili
kromozomdaki kopya sayis1 artis1 gosteren bolgeyi ve hangi kromozom bantlar1 arasinda
oldugunu gostermektedir. Altta siyah dikdortgen sekil icerisinde en {istte kopya sayisi
degisiklikleri rakamsal olarak gosterilmektedir. Iki kopya normali, ikinin iizeri degerler
artiglart ve ikinin altindaki degerler kayiplar1 gostermektedir. Mavi serit ilgili bolgedeki
kopya sayis1 kazanimin1 gostermektedir. Daha sonra sirasiyla ilgili bolgedeki genomik
varyantlar (genomic variants), FISH klonlar (fish clones) ve gen igeri8i (refseq)
sematize edilmistir. En altta kopya sayis1 artig1 gosteren bolgenin kromozom bantlar1 ve

baz uzunlugu cinsinden degeri yer almaktadir.



48

4.2.2. Olgu 2

Kromozom analizi sonucu 47,XX,+mar saptanan (Sekil 4.7) hastamizin
ablasinda daha onceden 46,XX,dup(6)(p23p25) karyotipi saptanmis oldugundan
oncelikle 6. kromozom i¢in WCP6 analizi uygulandi. Bu analiz ile marker kromozomun
kokeni belirlenemeyince ileri FISH yontemi olarak hastamiza subcenM-FISH analizi
yapildi. Marker kromozomun 18p problar1 (18p, BACI18p11.21:RP11-411B10) ve
18. kromozomun sentromerini igeren prob (CEP 18) ile boyandigi, q kolunu iceren
problar (18q, BAC18q11.2:RP11-10G8) ile boyanmadig goriildii (Sekil 4.8). Bu
sonuglarla marker kromozomun izokromozom 18p olusumuna sahip oldugu tespit edildi.

Anne ve babanin karyotip analizleri normal olarak rapor edildi.

Yapilan array analizinde 18’inci kromozomun pl1.21 ile p11.32 bdolgeleri
arasinda 14.886 kilobazlik bir alanda 4 kopyalik bir kazanim oldugu tespit edildi.
[zokromozom 18p yapisina sahip olan marker kromozomun baslangi¢ ve bitis lineer
pozisyonlart (chr18:210341-15096727 bp) (SNP marker mno: 2057202-4194211)
belirlendi ve yapis1 ayrintili bir sekilde gosterildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.7: Olgu 2’nin karyotip analizi sonucu
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Sekil 4.8: Olgu 2’nin 18. kromozom i¢in subcenM-FISH analizi sonucu
(Yesil: Sentromerik prob, kirmizi: 18q11.21 bolgesi BAC probu, mor: 18p11.21 bdlgesi
BAC probu, sar1: 18q, aqua: 18p).

18. kromozom
pter-qter

>pll32
>p11.21

1N a [ [ 11 W il Il [
([ ] f | ni I
i I Iminn nni | EEN N 0l IR OO
pi132 l___ pniai EENEEC] pi122 p11.21 b2
Ig 2,000,000 4,000,000 6,000,000 $,000,000 10,000,000 12,000,000 14,000,000 ldﬂ

Sekil 4.9: Olgu 2’in array analizi sonucu
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4.2.3. Olgu 3

Kromozom analizi sonucu 47,XY,+mar olan hastamiza subtelomerik 18p FISH
problari uygulandi (Sekil 4.10). Analiz sonucu 47,XY,
1(18)(p10),ish.18ptel(D18S1244x4) olarak rapor edilerek marker kromozomun
18. kromozomdan koken aldigi tespit edildi. Hastamiza uygulanan subcenM-FISH
analizinde marker kromozomun 18p problart (18p, BAC18p11.21:RP11-411B10) ve
18. kromozomun sentromerini igeren prob (CEP 18) ile boyandigi, q kolunu iceren
problar (18q, BAC18ql11.2:RP11-10G8) ile boyanmadig1 goriildii (sekil 4.11). Bu
sonuglarla marker kromozomun izokromozom 18p olusumuna sahip oldugu tespit edildi.

Anne ve babanin karyotip analizi normal bulundu.

Yapilan array analizinde 18. kromozomun p11.21 ile p11.32 bolgeleri arasinda
14.887 kilobazlik bir alanda 4 kopyalik bir kazanim oldugu tespit edildi. Izokromozom
18p yapisina sahip olan marker kromozomun baslangi¢ ve bitis lineer pozisyonlari
(chr18: 210071-15096727 bp) (SNP marker no: 1878089-4194211) belirlendi ve yapisi
ayrintili bir sekilde gosterildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.10: A) Olgu 3’iin karyotip analizi sonucu. B) Subtelomerik 18p probu ile FISH

analizi sonucu.
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Sekil 4.11: Olgu 3’in 18. kromozom i¢in subcenM-FISH analizi sonucu (Yesil:
Sentromerik prob, kirmizi: 18q11.21 bolgesi BAC probu, mor: 18p11.21 bolgesi BAC

probu, sari: 18q, aqua: 18p).
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Sekil 4.12: Olgu 3’iin array analizi sonucu
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4.2.4. Olgu 4

Karyotip analizi sonucu 47,XY,+mar saptanan hastamizin WCP18 probu ile
analizi yapilarak marker kromozomun 18. kromozomdan koken aldig1 belirlendi (Sekil
4.13). Daha sonra yapilan array analizinde 18. kromozomun p11.21 ile p11.32 boélgeleri
arasinda 14.887 kilobazlik bir alanda kazanim oldugu tespit edildi. Bu olgumuzda
materyal  yetersizligi nedeniyle subcenM-FISH analizi  gerceklestirilemedi.
[zokromozom 18p yapisina sahip olan marker kromozomun baslangi¢ ve bitis lineer
pozisyonlart (chrl8: 210071-15096727 bp) (SNP marker no: 1878089-4194211)
belirlendi ve yapis1 ayrintili bir sekilde gosterildi (Sekil 4.14). Hastamizin anne ve

babasinin kromozom analizleri normaldi.

- - ne

Sekil 4.13: A) Olgu 4’iin karyotip analizi sonucu. B) WCP18 probu ile FISH analizi

sonucu
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Sekil 4.14: Olgu 4’iin array analizi sonucu

4.2.5. Olgu 5

Kromozom analizi sonucu 47,XY ,+mar (%80)/46,XY(%20) saptanan hastamizin
oncelikle WCP15, 22 problar1 ile analizi yapildt ve marker kromozomun
15. kromozomdan koken aldigi belirlendi (Sekil 4.15). Daha sonra 15. kromozom i¢in
yapilan subcenM-FISH analizinde marker kromozomun p kolunu (MD 54), sentromer
bolgesini (CEP 15) ve q kolunu (15q, BACI5q11.2:RP11-307C10) isaretleyen
problardan ikiser kopya icerdigi gosterildi (Sekil 4.16). Bu sonuglarla marker
kromozomun yapist incelendiginde inv dup (15q) olusumuna sahip oldugu goriildii.

Hastamizin anne ve babasinin kromozom analizleri normaldi.
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Daha sonra yapilan array analizinde 15. kromozomun q11.2 ile q13.3 bolgeleri
arasinda 11.119 kilobazlik bir alanda kazanim oldugu tespit edildi. Bu kirik noktalarinin
tespiti ile inv dup (15)(q13.3) yapisina sahip oldugu belirlenen marker kromozomun
baslangic ve bitis lineer pozisyonlar1 (chr15:19112164-30231488 bp) (SNP marker no:
1836922-2022976) belirlendi ve yapis1 ayrintilt bir sekilde gosterildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.15: A) Olgu 5’in karyotip analizi sonucu B) WCP15, 22 problari ile FISH analizi
sonucu (Kirmizi: WCP15, yesil: WCP22)

Sekil 4.16: Olgu 5’in 15. kromozom i¢in subcenM-FISH analizi sonucu
(Yesil: Sentromerik prob, kirmizi: 15q11.2 bolgesi BAC probu, sari: 15q, aqua: 15p).
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Sekil 4.17: Olgu 5’in array analizi sonucu
4.2.6. Olgu 6

Kromozom analizinde marker kromozom saptanan (Sekil 4.18) hastamiza Prader
Willi/Angelman Sendromu (PW/AS) FISH probu uygulandi. 47,XY,+mar.ish
idic(15)(q13)(SNRPN++) karyotipine sahip oldugu ve 15pter—15ql3 bdlgesi igin
tetrazomik oldugu tespit edildi. Bu olgumuzda materyal yetersizligi nedeniyle subcenM-
FISH analizi gerceklestirilemedi.  Daha sonra uygulanan array analizinde 15.
kromozomun q11.2 ile q13.3 bolgeleri arasinda 11.520 kilobazlik bir alanda kazanim
oldugu tespit edildi. Bu kirik noktalarinin tespiti ile inv dup (15)(q13.3) yapisina sahip
oldugu belirlenen marker kromozomun baslangic ve bitis lineer pozisyonlar

(chr15:18711364-30231488 bp) (SNP marker no: 2235396-2022976) belirlendi ve
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yapist ayrintilt bir sekilde gosterildi (Sekil 4.19). Hastamizin anne ve babasinin

kromozom analizleri normal olarak rapor edildi.
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Sekil 4.18: Olgu 6’nin karyotip analizi sonucu
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Sekil 4.19: Olgu 6’nin array analizi sonucu
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4.2.7. Olgu 7

Hastamiza konugsma geriligi ve davranig bozukluklari nedeniyle oOncelikle
Frajil-X Sendromu analizi uygulandi ve normal CGG tekrar sayisina sahip oldugu
gosterildi. Daha sonra yapilan kromozom analizi sonucunda 47,XY,+mar saptanan
(Sekil 4.20) hastamizin WCP22 probu ile analizi yapild1 fakat kokeni saptanamadi.
15. kromozom ig¢in yapilan SubcenM-FISH analizinde marker kromozomun p kolunu
(MD 54), sentromer bolgesini (CEP 15) ve q kolunu (15q, BAC15q11.2:RP11-307C10)
isaretleyen problardan birer kopya igerdigi gosterildi (Sekil 4.19). Bu sonuclarla marker
kromozomun yapisi incelendiginde min(15q) olusumuna sahip oldugu goriildii. Ayrica
hastamiza PWS/AS FISH probu uyguland1 ve marker kromozomun bu bolgeyi igerdigi

gosterildi (Sekil 4.21). Anne ve babasinin kromozom analizleri normaldi.

Marker kromozomun igeriginin ve kirik noktalarinin daha ayrintili belirlenmesi
icin uygulanan array analizinde 15. kromozomun ql11.2 ile q13.1 bolgeleri arasinda
7.485 kilobazlik bir alanda kazanim oldugu tespit edildi. Bu kirik noktalarinin tespiti ile
min(15)(pter—q13.1:) yapisina sahip oldugu belirlenen marker kromozomun baslangi¢
ve bitig lineer pozisyonlart (chr15:18711364-26196279 bp) (SNP marker no: 2235396-
1886909) belirlendi ve yapisi ayrintili bir sekilde gosterildi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.20: Olgu 7’nin karyotip analizi sonucu
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Sekil 4.21: A) Olgu 7’nin 15. kromozom i¢in subcenM-FISH analizi sonucu (Yesil:

Sentromerik prob, kirmizi: 15q11.2 bolgesi BAC probu, sari: 15q, aqua: 15p).

B) PW/AS FISH probu ile analiz sonucu.
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Sekil 4.22: Olgu 7’nin array analizi sonucu
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5. TARTISMA

Marker kromozomlar prenatal orneklerde ve postnatal tani amacli yapilan
sitogenetik incelemelerde saptanabilir. SSMC’ler genellikle konvansiyonel sitogenetik
bantlama yontemleri ile tanimlanamazlar ve yapilarinin ayrintili incelenmesi igin
molekiiler sitogenetik yontemlere gereksinim duyulur. Bu ¢alismamizda yapilan
analizler sonucunda dort olguda sSMC(18) ve ii¢ olguda sSMC(15) varlig1 belirlendi.
Tiim olgularin parental karyotipleri normal bulundu ve belirlenen sSSMC’lerin de novo

oldugu saptandi.
5.1. 18. Kromozom Koékenli sSMC’ler

On sekizinci kromozomdan kaynaklanan marker kromozomlarin tiim sSMC’ler
icerisinde goriilme siklig1 yaklasik %7°dir ve %80’den fazlasi izokromozom 18p
seklinde bulunur. Diger goriilme sekilleri ufak sentrik, ring ve diger kompleks yapili
sSMC(18)’lerdir (2). Neo-sentromer olusumu sSMC(18) olgularinda yalnizca bir olguda
bildirilmistir (89).

Izokromozom 18p olusumuyla ilgili olarak iki molekiiler mekanizma iizerinde
durulmaktadir; ayrilmama (nondisjunction) ve sentromerik boliinme hatasi (centromeric
misdivision). Literatiirdeki yayinlarda parental kalitilan izokromozomun biiyiik bir
cogunlukla anneden kalitildig1r gosterilmistir. Maternal mayoz II sirasinda ayrilmama
mekanizmasini izleyen sentromerik boliinme hatasinin gerceklestigi, dolayisiyla anne
yasinin izokromozom olusumunda rol alabilecegi ileri siiriilmektedir (90). Bizim
olgularimizin anne yaslar1 31-39 (ortalama: 34,2) yas arasinda olmasi ileri anne yasi

olarak yorumlandi ve bu bulgunun maternal mayoz II hatalarini1 destekledigi diisiiniildii.

Izokromozom 18p yapis1, p kolunun tetrazomisine yol agarak tetrazomi 18p
olarak ifade edilirken; ufak sentrik ve ring kromozomlar 18. kromozomun parsiyel
trizomisine neden olurlar. 18. kromozomun perisentrik bdlgesinde kopya sayisi
degisikliginden etkilenmeyen ve klinik bulgu gdstermeyen en kiigiik alan 18p11.22-
18ql1.1 aralig1 olarak belirlenmistir (3, 91). Trizomi 18p genellikle ¢ok hafif klinik
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bulgular sergilerken, tetrazomi 18p olgularinda daha siddetli fenotipik 6zellikler
gozlenmektedir. Tetrazomi 18p, klinik bulgulart iyi belirlenmis spesifik bir sendrom
olarak literatiirde tanimlanmistir (OMIM#614290). Bu sendroma 6zgiin klinik bulgular
zihinsel yetersizlik, biiyiime geriligi, yenidogan doéneminde beslenme problemleri,
yenidogan sarilig1, mikrosefali, strabismus, anormal kas tonusu, skolyoz/kifoz ve beyin
MRG bulgularidir. Dismorfik yiliz bulgular1 olarak kulak malformasyonlari, kiigiik

burun, yiliksek damak, mikrostomi, prognatizm ve mikrognati goriilebilir (38, 92).

Calismamizda saptanan sSMC(18) olgularinin tiimii izokromozom 18p yapisina
sahipti ve olgular tetrazomi 18p sendromu olarak tani aldilar. Tablo 5.3’te literatiirdeki
tetrazomi 18p hastalar1 ile ¢calismamizdaki olgularin klinik bulgularinin karsilastirilmasi
yer almaktadir. Literatiirde siklikla belirtilen bulgulara ek olarak hastalarimizda neonatal
disler, iki skapula arasinda mor makiiler lezyon, genis parmaklar, uzun orta falankslar,
2 ve 3. parmaklarda orta falanksta ilave fleksiyon cizgileri, tenar/hipotenar hipoplazi,
bacaklarda ksenotik egzema, aksesuar meme basi, proksimal cikishh ve addiiksiyonda

basparmaklar saptandi.

Onsekizinci kromozomun kisa kolunda p11.32—p11.21 bolgesinde 62 gen yer
almaktadir. Birgok farkli fonksiyona sahip bu genlerden yalnizca 6 tanesi bir hastalik ile
iliskilendirilmistir. Bu genler LPIN2 (Majeed sendromu- kronik tekrarlayict multifokal
osteomiyelit ve konjenital diseritropoetik anemi), 7TGIFI (Holoprozensefali-4),
NDUFV2 (Mitokondriyal kompleks I eksikligi), APCDDI (Herediter hipotrikozis
simpleks), AFG3L2 (Spinoserebellar ataksi) ve MC2R (ACTH duyarsizligina bagh
gelisen glukokortikoid eksikligi)’dir (93-98). Bu genlerde hastaliga yol acan
mekanizmalar daha ¢ok mutasyonlar veya delesyonlardir ve kopya sayisi artis ile direkt
olarak iligkilendirilmemislerdir. Calismamizda yapilan SNP-array analizlerinde
tetrazomi 18p saptanan olgularin iiclinde (olgu 1, 3 ve 4) marker kromozomun ayni
baslangic ve bitis noktalarindan olustugu gorildii. Olgu 2’de saptanan marker
kromozomun digerlerinden farkli olarak yaklasik 0.3 kb daha proksimalden basladigi ve
THOCI genini icermedigi belirlendi. THOC! geninin, transkripsiyonel uzama ve mRNA
tasimasinda gorev alan TREX kompleksindeki proteinleri kodladigi bilinmektedir (99).
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Ancak bu genin herhangi bir hastalikla iligkisi heniiz bilinmemektedir. Tetrazomi 18p
sendromu klinik bulgular1 ile direkt iliskilendirilmis herhangi bir gen/genler heniiz
belirlenmemistir. Bu calismada saptadigimiz 4 tetrazomi 18p olgusunda klinik fenotipi
olusumunda bu bolge igerisinde yer alan genlerin dozaj iligkisi olabilecegi

distiniilmektedir.

Tablo 5.3. Tetrazomi 18p sendromu klinik bulgularinin olgularimiz ile karsilastirilmast

(Sebold ve dig.’nden derlenmistir) (38).

Bulgular Goriilme Cahsmamizdaki hastalar
yiizdesi Olgul Olgu2 Olgu3 Olgu4
(Sebold :
ve dig.) “_!
Zihinsel yetersizlik %100 + +
SSS anomalileri (MRG) %63 - +
Mikrostomi %55 + +
Mikrosefali %353 + +
G0z bulgulari (Strabismus) %45 + +
GUS anomalileri %39 - -
Avyakta sindaktili %38 - - + -
Kifoz/skolyoz %37 - + - -
Konstipasyon %32 + - - -
Biiylime geriligi %30 + - - +
Heliks anomalileri %29 - + + -
Yenidogan sarilig1 %28 + - - -
Kardiyak anomali %24 - - - T
Nobetler %21 - + + +
Gastroozofageal reflii %14 - + - -

Damak anomalileri %6 + - - +
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5.2. 15. Kromozom kokenli sSMC’ler

Akrosentrik bir kromozom olmasi nedeniyle 15.kromozomun kisa kolu dozaj-
duyarl degildir. Ayrica q kolunda da dozaj-duyarli olmadig1 gosterilen perisentrik bolge
tarif edilmistir ve kopya sayis1 degisikliginden etkilenmeyen en kiigiik alan 15pter -
15q11.2 araligi olarak belirlenmistir (3, 91). Literatiirde bu bolgenin trizomisi,

tetrazomisi ve hekzazomisini iceren olgularda klinik bulgu izlenmedigi gosterilmistir

2).

sSMC’lerin en siklikla koken aldigi kromozom 15. kromozomdur (%30).
Olusum sekli olarak en sik inverted duplikasyon goriiliir. Diger sik goriilen olusum
sekilleri sirastyla ufak sentrik (min), neo-sentromerik ve ring sekilli SSMC(15)’lerdir
(2). Inverted duplikasyon, igerdigi bolgenin tetrazomisine yol acarken ufak sentrik ve
ring kromozomlar parsiyel trizomiye neden olurlar. Calismamizda 2 sSMC(15)
olgusunun inv dup(15) yapisina, 1 sSMC(15) olgusunun da min(15) yapisina sahip
oldugu gosterildi.

Inv dup(15) sendromu 15. kromozomun proksimalinin inverted duplikasyonudur
ve idic(15) (izodisentrik 15. kromozom) olarak da gosterilebilir. Inv dup(15) sonucu
15p’nin tamamiin ve 15q’nun parsiyel tetrazomisi olusur. 15. kromozomun inverted
duplikasyonu tiim sSMC’ler igerisinde en siklikla goriilenidir (~ %17,5) (2). Santral
hipotoni, gelisimsel gecikme, zihinsel yetersizlik, konusma bozuklugu ve gecikmesi,
epilepsi ve otistik davraniglar baslica klinik bulgularidir. Minér dismorfik bulgular
olarak asagi egimli palpebral araliklar, epikantal katlantilar, ptosis, kalin dudaklar, genis
burun ve belirgin burun kokii goriilebilir (100). Inv dup(15) hastalarinda daha ¢ok
davranig bozukluklart 6n plandadir. Hiperaktivite, sinirlilik, psikomotor ajitasyon, kisa
dikkat stiresi, ritualistik davraniglar ve stereotipik hareketler 6ne ¢ikan diger bulgulardir.

Goriilme sikliginin 1/30.000 oldugu diisiiniilmektedir (101).

Inv dup(15)’ten sonra en sik goriilen sSMC(15) olusum sekli min(15)’tir.
Literatiirde smirli sayida bildirilen min(15) olgularinda normalden siddetli klinik

bulgulara kadar degisen farkli fenotipler gozlendiginden kesin bir klinik korelasyon
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yapilamamigtir. Klinik bulgu gdsteren olgularin biiyliik bir kisminda 15pter-ql3
bolgesinin triplikasyonu gozlenmektedir. Bu olgularda en siklikla gozlenen klinik
bulgular zihinsel yetersizlik, nobetler, kardiyak malformasyonlar ve dismorfik yiiz
goriniimiidiir (102). Klinik bulgularin  siddeti min(15)’in  biiyiikliigiine gore
degismektedir. Eggerman ve arkadaslarinin 32 sSMC(15) hastasi lizerinde yaptiklart bir
calismada sSMC(15)’in anormal fenotipe yol agmasi i¢cin 15q12 bolgesi veya daha
distalini icermesi gerektigi gosterilmistir (103). Literatiirde su ana kadar saptanmis en
bliyiilk min(15) olgusu 15pter-15q21.2 bolgesinin trizomisini igermektedir (102).
Zihinsel yetersizlik, gelisimsel gecikme ve birgok organ malformasyonu bulunan bu

olgu aritmiler nedeniyle yapilan kardiyak operasyon sonrasi 20 aylikken kaybedilmistir.

Tablo 5.4’te calismamizdaki sSMC(15) hastalarinin  klinik bulgulariyla
literatlirdeki bulgular karsilastirilmisgtir.

Tablo 5.4: sSMC(15) klinik bulgularin ¢alismamizdaki hastalar ile karsilastirilmasi.
Bulgular sSMC(15)’in igerdigi kromozom bdlgelerine gore siiflandirilmistir. [Liehr

(Small Supernumerary Marker Chromosomes)’den derlenmistir] (3).

Literatiirdeki Kromozom Bolgesi Hastalarimiz

Klinik Olgu5 (inv dup)  Olgu6 (inv dup) Olgu7 (min)
Bulgular 15Spter—15q12  15pter—15q14 = 15pter—15q13.3  15pter—15q13.3  15pter—15q13.1
ZY * %95 %100 + + +
Nobetler %7 %36 4 4+ s
Otistik bulgular %0 %43 - + +
Dismorfik yiiz %18 %6 I 4 S
Hipotoni %7 %5 - - -
Biiyiime geriligi %3 %3 > - -
Mikrosefali %0 %2 - - -
Hipermelanozis %0 %3 I = -

Kalp defekti %l %1 - - -

*Zihinsel Yetersizlik
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Calismamizda yer alan sSSMC(15) olgularinda zihinsel yetersizlik, ndbet gegirme,

davranis bozukluklart ve konusma geriligi ortak klinik bulgular olarak saptandi.

Literatiirde belirtildigi tlizere bizim olgularimizda da ndérolojik ve noropsikiyatrik

bulgular 6n plandaydi (Tablo 5.5).

Tablo 5.5: sSSMC 15 hastalarinin klinik bulgulari

Olgu 5

inv dup (15)(q13.3)
15pter—15q13.3

Zihinsel yetersizlik

Olgu 6

inv dup (15)(q13.3)
15pter—15q13.3

Zihinsel yetersizlik

Olgu 7

min(15)
15pter—15q13.1

Zihinsel yetersizlik

Nobet oykiist Direngli nobetler Yenidogan doneminde
ndbetler
Davranig bozuklugu Konusma geriligi Davranig bozuklugu (intihar

(hiperaktivite, sinirlilik)

egilimi, anksiyete)

Govdede pigmenter Mikrosefali Konusma geriligi,
mozaizm kekemelik
Hemihiperplazi Yiiksek ve belirgin alin Belirgin burun kokii
Trunkal obezite Hipertelorizm Retrognati

One rotasyonlu ve belirgin | Epikantal katlantilar Hafif pektus karinatum
kulaklar

El eklemlerinde hiperlaksite | Kalin dudaklar Kubitus valgus

Sitogenetik olarak tanimlanan iki farkli inv dup(15) marker kromozomu vardir:

a) Metasentrik ya da submetacentrik olan ve yalnizca 15q11 bolgesine kadar olan

heterokromatin bdolgeyi icerip, Prader Willi Sendromu/Angelman Sendromu kritik

bolgesini (PWACR) ig¢ermeyen marker kromozom. Bu kromozom yapisina sahip

bireyler genellikle normal fenotipe sahiptirler. Ancak bazi infertilite olgularinda bu
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kiigiik sSSMC(15) varlig1 gosterilmistir (103). b) PWACR’yi de igeren ve 15q dkromatin
bolgelerini icine alan daha biiylik marker kromozom. Bu kromozom yapisina sahip
bireylerde inv dup(15) sendromunun klinik bulgular1 goériilmektedir. Calismamizda yer

alan iki inv dup(15) olgusunda ikinci tip biiylik sSSMC(15) varlig1 gosterilmistir.

Literatiirde Prader Willi Sendromu ve Angelman Sendromu (PWS/AS) ile
birlikte sSSMC(15)’nin goriildiigii 44 tane olgu bildirilmistir (2). Bu yiizden 6zellikle
prenatal donemde saptanan sSMC15 olgularinda PWS/AS i¢in FISH analizinin mutlaka
uygulanmas1 Onerilmektedir. Calismamizda olgu 6 ve 7’ye PWS/AS FISH analizi
uygulanmistir. PWACR’yi i¢eren bir sSSMC(15) ve iki normal 15. kromozom tasidiklar

ve bu bolge i¢in delesyon icermedikleri belirlenmistir.

15q11-13 kromozom bolgesi tekrar eden DNA bolgeleri icerdiginden instabil
ozelligi ile bilinmektedir. Bu bolgede bulunan genis tekrar sekansl alanlar (Low Copy
Repeats-LCR), mayoz boliinme sirasinda yanlis hizalanmaya ve hatali rekombinasyona
yol agmaktadir. Bu yiizden bu bdlgede bircok kromozom yeniden diizenlenmesi
(delesyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar, interstisyel duplikasyonlari triplikasyonlar
ve sSMC olusumu) meydana gelebilmektedir. Bu kromozom yeniden diizenlenmeleri
icerisinde hastalik olusturanlar genellikle kopya sayis1 azalmasina neden olanlardir. Bu
bolgede meydana gelen delesyon veya UPD sonucu Prader-Willi sendromu
(OMIM#176270) ya da Angelman sendromu (OMIM#105830) goriiliir. Prader-Willi
sendromu babadan kalitilan 15. kromozomun 15q11-q13 bdlgesinin delesyonu, maternal
UPDIS5 sonucu ya da PWACR’de lokalize olan SNRPN geninde mutasyon olmasi
sonucu olusur. Angelman sendromu anneden kalitilan 15. Kromozomun 15ql11-ql13
bolgesinin delesyonu, paternal UPDI15 sonucu veya yine PWACR’de lokalize olan
UBE3A geninde mutasyon nedeniyle meydana gelir.

15. kromozomun proksimal bdlgesi genomik yeniden diizenlenmelerin en sik
rastlandig1 alt1 farkli kirik noktast (breakpoint-BP) igermektedir. BP1-BP5 15q11-13
bolgesinde, BP6 15q14°te bulunur (Sekil 5.1). En proksimalde bulunan BP1 ve BP2
fenotipi normal olan kiicik sSMC(15)’lerin olusumundan sorumludur. PWACR’yi
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iceren 4-Mb’lik segment BP2 ile BP3 arasinda yer almaktadir. BP3, BP4 ve BP5
fenotipik bulgu gosteren daha biiyilk sSSMC’lerin olusumuna yol agmaktadir. BP6’nin
sorumlu oldugu sSMC heniiz bildirilmemistir. Calismamizda elde edilen array analizi
sonuglart olgu 5 ve olgu 6’nin BP5, olgu 7°nin BP3’ten kirilma gosteren sSMC(15)

tasidiklarini gostermektedir.
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Sekil 5.1: Proksimal 15q bolgesindeki onemli genlerin ve kirik noktalarinin (BP1-BP6)

sematik gosterimi. (Kleefstra ve dig.’nden alinmistir) (104).

sSMC(15) hastalarinda 6ne ¢ikan bulgular olan zihinsel yetersizlik, epilepsi ve
otizm anormal beyin gelisimi ve/veya fonksiyonu sonucu olusur. Literatiirde otizm
benzeri  davranig  bozukluklar1  15q11.2q13  bdlgesinin  duplikasyonu ile
iliskilendirilmistir. Buna yol agan mekanizmanin 15q11.2q13 bélgesinde lokalize olan
dozaj-duyarli genlerdeki kopya sayisi artis1 oldugu diisiiniilmektedir. PWACR’da
lokalize olan imprinted genlerden MKRN3, NDN, MAGEL2, SNRPN paternal kaynakli
eksprese edilirken; UBE3A ve ATP10A maternal kaynakli eksprese edilir ve bu genler
norolojik/noropsikiyatrik hastaliklar ile iliskilendirilmislerdir (104, 105). Bu bolge
ayrica GABA, reseptor genlerini (GABRB3, GABRAS, ve GABRG?3) icermektedir. Bu

genler otistik bulgulardan sorumlu aday genler olarak gosterilmektedir (106). Gama-
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aminobutirik asit (GABA) beyindeki primer inhibitor ndrotransmitterdir. Otizmli
olgularin beyin dokusunda GABRB3 protein diizeyinin azalmis oldugu gosterilmis ve
GABA inhibisyon yolagmin disregiilasyonunun otizmin olusmasinda rol alabilecegi

diistintilmiisttir (107).

PWACR’de lokalize bir diger o6nemli gen OCA2 genidir. Bu genin
mutasyonunda okiilokutandz albinizm tip-2 goriiliir. P geni olarak da isimlendirilen bu
gen melanozomal membren proteinini kodlamaktadir. Bu protein iris, deri ve sac
pigmentasyonunda rol alir. Protein ekspresyonunun azalmasi hipopigmentasyona yol
acar (108). Literatiirde iki mozaik sSMC(15) olgusunda OCA2 geninde kopya sayisi
artisiyla birlikte deride pigmenter displazi varligi gosterilmistir (109, 110). Bizim
calismamizda da mozaik sSMC(15) [47,XY,+mar (%80)/46,XY(%?20)] saptanan
olgu 5’te ciltte yaygin pigmenter mozaisizm saptanmistir. Bu bulgu literatiirdeki
bulgular1 desteklemektedir ve diger yayinlarda da belirtildigi gibi OCA2’nin kopya
sayisindaki artisin  hiperpigmentasyon ile iligkili oldugunu diistindiirmektedir.
Literatiirde OCA2 geninin duplikasyonunun goriildiigii mozaik olmayan olgularda deride
yaygin hiperpigmentasyon oldugu saptanmistir (111, 112). Bizim olgumuzda ve daha
onceki iki mozaik olguda hipo/hiperpigmente alanlarin birlikte goriilmesi sSMC(15)’in

mozaik formda goriilmesi ile agiklanabilir.

PWACR’nin distalinde sSMC(15) hastalarmin klinik bulgulariyla iligkili
olabilecegi diisiiniilen, fonksiyonlar1 iyi tanimlanmis bazi 6énemli genler bulunmaktadir.
Bu genlerden kirik noktasi 3 ile 5 arasinda yer alanlar APBA2, CHRFAM7A4, CHRNA?7,
ARHGAPI1A4’dir. ABPA2 geni, sinaptik vezikiillerin ekzositozunda rol alan bir protein
kodlar ve bu protein néroksinlere dogrudan baglanir. Eriskinlerde ve fare embryolarinda
santral sinir sisteminden eksprese edildigi gosterilmistir (113). CHRNA7, ligand kapili
iyon kanallar1 ailesinin bir iiyesi olan nikotinik alfa 7 kolinerjik reseptordiir.
Sinapslardaki hizli sinyal iletiminde gorev alir ve ndropsikiyatrik hastaliklar ile
iliskilendirilmistir. Yeni tanimlanmis bir gen olan FAM7A geni ile birlikte CHRFAM7A4
hibrid genini olusturur. Protein bu hibrid gen tarafindan kodlanmaktadir. Literatiirde

kirik noktasi 4 ile 5 arasinda kopya sayis1 artist olan olgularda bipolar bozukluk, kendine
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zarar verme ve otistik davraniglar gibi psikiyatrik hastaliklar saptanmistir (114). Bizim
calismamizda da bu gen bolgelerini iceren sSSMC(15)’e sahip olgu 7’de intihar egilimi
ve ¢evreye zarar verme gibi psikiyatrik bulgulara rastlanmistir. ARHGAP11A4 geni, Rho
GTPaz aktive edici protein 11A’y1 kodlar ve bu protein ile zihinsel yetersizlik arasinda
giiclii bir iliski kurulmustur. Bu gendeki ve ilgili sinyal yolagindaki mutasyonlar ile

norolojik hastaliklar iligkilendirilmistir (115).

Calismamizda 15. kromozomun q kolunda bulunan dozaj duyarli genler ile
hastalarimizdaki klinik bulgular arasinda korelasyon saglanmaya calisilmistir. Genel
olarak tiim kopya sayisi degisikliklerinde oldugu gibi bu boélgede bulunan genlerin de
daha ¢ok kopya sayis1 kaybinda klinik bulgular gériilmektedir. Ancak kopya sayisi artisi
ile iligkilendirilmis genler de mevcuttur ve ¢alismamizdaki hastalarda bunu destekleyici
klinik bulgulara rastlanmistir. Literatirde PWACR’de lokalize genlerin kopya sayisi
artist ile noropsikiyatrik bulgular iliskilendirilmistir. Calismamizdaki sSMC(15)
olgularinda tespit edilen konusma bozukluklar1 ve davranig problemleri gibi klinik
bulgularin marker kromozomun icerdigi genlerin kopya sayist artig1 sonucu meydana

geldigi diistiniilmektedir.

Marker kromozomlar konvansiyonel sitogenetik ve rutin molekiiler sitogenetik
yontemler kullanilarak karakterize edilebilmektedir. Ancak hastalardaki klinik bulgular
ile marker kromozomlarin olusum sekli ve gen icerigi arasinda daha detayli bir iligki
kurabilmek amaciyla ileri analiz yOntemlerine basvurulmaktadir. Caligmamizda
kullanilan array analizi ile marker kromozomlarin kirik noktalar1 ve gen icerikleri tespit
edilerek subcenM-FISH analizi sonuglar1 ile konfirme edilmistir. SubcenM-FISH’in
array analizine gore tstlnliigii marker kromozomlarin olusum seklini net olarak
gostermesidir. Calismamizda olgu 5 ve olgu 7’°nin sahip oldugu marker kromozomlarin
sekli array analizi ile ayirt edilemezken, subcenM-FISH analizi ile bu iki hastanin farkli
sekillerde marker kromozomlara sahip oldugu gosterilmistir. Bu ylizden marker
kromozom hastalarinda tespit edilen sSMC’lere array analizi uygulanmasi halinde elde

edilen sonuclar subcenM-FISH gibi ileri bir FISH analizi ile konfirme edilmelidir.
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6. SONUCLAR
Bu calismada;

1. Kromozom analizlerinde marker kromozomu belirlenen 7 olguda subcenM-FISH
ve SNP array anlizleri ile sSSMC karakterizasyonu yapildi. 4 hastada tetrazomi 18p,
2 hastada inv dup(15) ve 1 hastada da min(15) saptandi. Hastalar sahip olduklar1 sSMC
tiirline gore siniflandirild1 ve ortak klinik bulgular tespit edildi.

2. Tetrazomi 18p yapisinda sSMC’ye sahip hastalarda literatiirde belirtilen ortak
bulgularla ortiisen klinik bulgular saptandi. Zihinsel yetersizlik, mikrosefali, strabismus,
mikrostomi, ndbetler, biiylime geriligi, heliks anomalisi, yliksek damak ve beyin MRG
bulgular1 hastalarimizda saptanan klinik bulgulardi. Ayrica literatiirde spesifik olarak
belirtilmeyen belirgin burun kokii, neonatal dis dykiisii, aksesuar meme basi, proksimal
cikislt bagparmaklar ve el falankslarinda ilave fleksor ¢izgi varligi belirlendi.

3. 15. kromozom kokenli sSSMC hastalarinda saptanan ortak klinik bulgular zihinsel
yetersizlik, nobet ge¢irme, davranis bozukluklar1 ve konugma geriligiydi. Literatiirdeki
sSMC olgular ile uyumlu olarak bizim olgularimizda da norolojik ve noropsikiyatrik
bulgular 6n plandaydi. Olgularimizda tespit edilen sSSMC(15)’lerin igerdigi dozaj-duyarli
ve imprinted genler ile hastalarimizin klinik bulgulart iligkilendirildi. PWACR’de
lokalize MKRN3, NDN, MAGEL2, SNRPN, UBE3A ve ATP10A genlerinde; GABAA
reseptor genlerinde (GABRB3, GABRAS5, GABRG3) ve BP3-BPS5 arasinda yer alan
ABPA2, CHRFAM7A4, CHRNA7 ve ARHGAPIIA genlerinde meydana gelen dozaj
degisikliginin hastalarimizin nérolojik ve noropsikiyatrik bulgularindan sorumlu oldugu
diistinildii.

4. Mozaik sSSMC(15)’e sahip olgu 5’te diger sSSMC(15) olgularimizdan farkl1 olarak
ciltte pigmenter mozaisizm saptandi. Bu bulgunun literatiirde daha once iki olguda
OCA2 geninin tetrazomisi ve hekzazomisi ile iligkilendirildigi goriildi. Bizim
olgumuzda da ciltte goriilen bu hipo/hiperpigmente alanlarin OCA2 genindeki kopya

sayis1 artis ile iliskili oldugu diisiintildii.
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5. Elde edilen klinik ve laboratuvar bulgularn ile literatliir bilgilerinin

karsilastirilmast sonucunda tetrazomi 18p ve sSSMC(15) hastalarinin takip siireci i¢in su

basamaklarin izlenmesi Onerilir:

Ayrmtili klinik degerlendirme ve genetik danismanlik

Parental kromozom ve/veya FISH analizi

Periyodik gbz muayenesi

Kronik otitis media ac¢isindan KBB takibi

Kardiyolojik degerlendirme

Renal US incelemesi

Ayak anomalileri ve skolyoz/kifoz acgisindan ortopedik degerlendirme

Nobetler ve zihinsel yetersizlik ac¢isindan noérolojik ve psikometrik

degerlendirme
Davranis bozukluklari a¢isindan ¢ocuk ruh sagligi degerlendirmesi

Yutma giicligli, gastroozofageal refli ve konstipasyon agisindan

gastroenteroloji takibi

Biiylime geriligi acisindan endokrinoloji degerlendirmesi

6. Prenatal ve postnatal saptanan sSMC’lerin karakterizasyonu, marker

kromozomun yol agabilecegi fenotipi belirlemek acisindan kritik bir asamadir. Bu

caligmada belirtilen karakterizasyon basamaklari takip edilerek sSSMC’li olgularin biiytik

bir kismima tani konulmasi miimkiindiir. Elde edilen veriler literatiir bilgileri ile

karsilastirilarak hastalarda genotip-fenotip iliskisi kurulmali, 6zellikle prenatal olgularda

mimkiin oldugunca hizli ve detayli analizler yapilarak ayrintili genetik danigsma

verilmelidir.
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EK 1 Hastalarin Dokiimii

Sira No | Hasta Ad1 | Dosya No | Genetik No | Basvuru Yas1 | Cins Karyotip sSMC
1 AK 2815101 45268 6/12 K 47, XX, +mar [zokromozom 18p
2 KY 1609791 41608 g > K 47, XX, +mar Izokromozom 18p
3 AA 2686193 43044 5 E 47 XY ,+mar [zokromozom 18p
4 RY 2848811 49011 8 E 47,XY,+mar Izokromozom 18p
5 Cu 3254909 46816 15 E 47,XY ,+mar (%80)/46,XY (%20) inv dup (15)(g13.3)
6 EO 2676905 42244 13/12 E 47 XY, +mar inv dup (15)(g13.3)
7 BT 2606087 48406 15 E 47, XY ,+mar min(15)(pter—ql3.1:)
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